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Resumen  
 
Durante su ciclo de vida, el parásito Leishmania habita en dos ambientes muy diferentes en cuanto a temperatura, 
osmolaridad y pH; uno, el tracto digestivo del vector invertebrado y el segundo,  la vacuola parasitófora de la célula 
hospedera mamífera. Para superar este reto, el parásito, debe expresar diferencialmente distintos transportadores en 
membrana plasmática y compartimientos intracelulares. Entre ellos se encuentran los transportadores aniónicos, como los 
de la familia ClC. El genoma de Leishmania braziliensis presenta cuatro genes de canales de cloruro putativos. En este 
estudio se evaluó el efecto de la transformación del knock out Δgef1 (co-transportador Cl
-
/H
+
) de Saccharomyces 
cerevisiae con los genes LbClCA y LbClCB, transportadores de cloruro putativos de L. braziliensis, mediante ensayos de 
crecimiento en tres medios de cultivo diferentes (con quelante de hierro, con fuente de carbono no fermentable y 
suplementado con sales). En los medios de cultivo con quelante de hierro y no fermentable, los controles positivos crecieron 
mientras que las cepas transformadas con los genes de L. braziliensis no. En el medio de cultivo suplementado con sales 
no se evidenciaron diferencias entre las cepas. Los resultados obtenidos indican que los genes de L. braziliensis no 
complementan la cepa knock out Δgef1.   
Palabras clave: Leishmania, transportadores de cloruro, complementación, Gef1. 
Title 
Physiological study of an anionic transporter of Leishmania trough 
complementation of a knock out line of Saccharomyces cerevisiae 
Abstract 
During its life cycle, Leishmania parasites live in two different environments in terms of temperature, osmolarity and pH, the 
digestive tract of the invertebrate vector and the parasitophorous vacuole of the mammal host cell. To overcome this 
challenge, the parasite has to differentially express different kinds of transporters in the cell membrane and in the 
intracellular compartments. Among these, we find the anionic transporters, such as the members of the ClC family. The 
Leishmania braziliensis genome has four chloride channel putative genes. This study evaluated the effect of the 
transformation of the knock out Δgef1 (a Cl
-
/H
+
 co- transporter) strain from Saccharomyces cerevisiae with the LbClCB and 
LbClCA genes, putative chloride transporters from L. braziliensis, it was assessed by growth assays using three different 
culture media (with an iron chelator, with non-fermentable carbon sources and supplemented with salts). In culture media 
with the iron chelator and the non-fermentable carbon sources, positive controls grew while the strains transformed with the 
L. braziliensis genes did not. The strains showed no differences when cultured on medium supplemented with salts. The 
results indicate that the genes of L. braziliensis did not complement the knockout strain Δgef1. 
Keywords: Leishmania, chloride transporters, complementation, Gef1.  
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Introducción: 
 
Las especies del género Leishmania son protozoarios pertenecientes al orden de los 
Kinetoplastida causantes de un conjunto de enfermedades conocidas como leishmaniasis 
que son de importancia en términos de salud pública. Durante su ciclo de vida estos 
parásitos se encuentran en dos estados principales, uno alargado y flagelado, que recibe 
el nombre de promastigote y que habita en el intestino de vectores invertebrados 
flebótomos de los géneros Lutzomyia (Nuevo mundo) y Phlebotomus (Viejo mundo) 
(Guevara et al 2001) y un estado redondeado con flagelo retraído denominado amastigote 
que reside en una vacuola parasitófora dentro de células monocíticas de humanos entre 
otros mamíferos (LeFurgey et al  2005).  
 
Los dos ambientes principales en los que reside el parásito difieren considerablemente. 
Así, al cambiar del hospedero invertebrado al hospedero vertebrado el parásito pasa de 
un compartimento en el que se encuentra a ~24°C, pH de ~7,4 (Marchesini & Docampo 
2002) y una osmolaridad estimada >300 mOsm (LeFurgey et al 2005) en el intestino del 
invertebrado a un compartimento que se encuentra a ~37°C, pH de aproximadamente 5 
(Antoine et al 1990) y una osmolaridad estimada de 150 a 259 mOsm (LeFurgey et al 
2005) dentro de la célula monocítica. Esto impone un reto para el parásito que sufre 
cambios drásticos en su medio externo y debe mantener relativamente constantes sus 
condiciones internas para poder sobrevivir. Para lograrlo es crucial la expresión diferencial 
de distintos transportadores en membrana plasmática y compartimientos intracelulares 
(LeFurgey et al 2005, Leslie et al 2002, Marchesini & Docampo 2002, Vieira & Cabantchik 
1995). 
  
Dentro de los distintos tipos de transporte que se han estudiado en Leishmania cabe 
destacar el transporte activo de protones y la consecuente generación de una fuerza 
motriz de protones a través de la membrana plasmática, la cual ha sido propuesta como 
un mecanismo para la toma de nutrientes del medio y de regulación secundaria de pH por 
distintos autores (Marchesini & Docampo 2002, Vieira & Cabantchik 1995, Zilberstein & 
Dwyer 1985). El transporte activo de protones estaría acoplado al transporte de aniones 
para mantener el funcionamiento de la bomba de protones durante todo el proceso (Vieira 
et al 1994). Sin embargo, la naturaleza molecular de estos transportadores no se conoce.  
En el grupo de biología y biofísica de membranas, Lagos et al. (2007) estudiaron las 
corrientes generadas en ovocitos de Xenopus laevis tras la inyección de RNAm de 
Leishmania amazonensis y Garzón et al. (2009) estudiaron las mismas corrientes a partir 
de RNAm de Leishmania braziliensis. Los dos estudios encontraron una corriente aniónica 
dependiente de voltaje, sensible a DIDS (4,4’ Diisotiociano-2-2’ácido estilbenedisulfónico), 
un inhibidor de transportadores aniónicos, que se propuso como propia del parásito. Esto 
sugiere la expresión de transportadores aniónicos dependientes de voltaje en al menos 
dos especies de Leishmania.  
 
Los transportadores aniónicos suelen estar reportados como transportadores de cloruro, 
ya que, aunque podrían transportar distintos aniones el cloruro suele ser el anión que se 
encuentra presente en condiciones fisiológicas. Por esta razón se buscaron en el genoma 
de L. braziliensis secuencias homólogas a canales de cloruro. En las bases de datos 
GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y GeneDB (http://www.genedb.org/) se 
encontraron cuatro canales de cloruro putativos que presentan alta homología con 
transportadores tipo ClC. Estos transportadores son una familia con estructura similar 
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dentro de la que destacan dos subgrupos principales, el primero representado por canales 
de cloruro voltaje dependientes, Estos canales transportan cloruro a favor de un gradiente 
electroquímico. El segundo sub grupo está constituido por co-transportadores antiporter 
electrogénicos anión/H+ que transportan el anión en una dirección mientras que 
simultáneamente transportan el protón en la dirección contraria. Se han identificado 
miembros de esta familia en distintos organismos desde bacterias hasta mamíferos.   
 
Por lo general, en eucariotas, los canales ClC se encuentran en membrana plasmática y 
los co-transportadores de la misma familia en compartimentos intracelulares (Accardi & 
Miller 2004, Picollo & Pusch 2005, Jentsch 2007).  Hay evidencia de que su función se 
asocia con acidificación de compartimentos intracelulares haciendo las veces de 
corrientes shunt para el funcionamiento de la bomba de protones (Miller 2006) y otras 
bombas (Gaxiola et al 1998). Recientemente se ha demostrado que la función que 
cumplen estos transportadores concentrando aniones como Cl- y NO3
- es de vital 
importancia para el buen funcionamiento celular y no está sujeto solamente a posibilitar el 
cambio de pH (Di Angeli et al 2006, Novarino et al 2010).  
 
Estructuralmente los transportadores ClC son homodímeros en los que cada unidad tiene 
un poro de selectividad propio y es funcional, así que la conductancia se da en un modelo 
de doble barril (Miller & White 1980, Dutzler et al 2002). Cada subunidad está formada por 
18 α–hélices de distinta longitud que se arreglan para formar un poro de selectividad en el 
que las cadenas laterales de los residuos en los extremos de las α-hélices estabilizan el 
ión en su paso por el canal (Dutzler et al 2002, Dutzler 2006). Aunque la estructura 
tridimensional se conserva tanto en canales como en co-transportadores, las secuencias 
guardan muy poca similitud entre sí, y solo se conservan pequeños motivos 
correspondientes a las regiones que interactúan íntimamente con el ión (Dutzler 2006). 
 
Mediante estudios electrofisiológicos se ha logrado caracterizar varios aminoácidos con 
importancia funcional dentro de los canales y co-transportadores ClC. El primero recibe el 
nombre de glutamato de gating y corresponde al residuo 148 en el EcClCa de Escherichia 
coli. Cuando este glutamato es mutado los canales pierden la voltaje dependencia y los 
co-transportadores se convierten en canales de cloruro no rectificantes (Bergsdorf et al 
2009, Braun et al 2010, Zdebick, et al 2008). El segundo aminoácido se conoce como 
glutamato del protón (E203 en EcClCa de E. coli). La mayoría de co-transportadores de la 
familia presentan glutamato en esta posición. En contraste, todos los canales de la familia 
presentan valina en la posición equivalente al glutamato del protón (Zdebick, et al 2008), y 
solo se ha descrito un co-transportador que presenta valina (Storckbridge et al 2012). En 
los cotransportadores que presentan glutamato, mutar este residuo por otro residuo 
cargado, como aspartato, reduce las corrientes pero mantiene la función (Zdebick, et al 
2008), mientras que mutarlo por un residuo no cargado desacopla el transporte tanto de 
Cl- como de H+ (Bergsdof et al 2009, Zdebick et al 2008). En los transportadores ClC de 
humanos suprime todas las corrientes íonicas asociadas con su función. Remplazar  
valina por glutamato en un canal cambia su transporte, pero no es suficiente para 
convertirlo en co-transportador (Zdebick et al. 2008). 
 
Finalmente, la serina 107 en EcClCa media la selectividad por el anión y para este 
transportador selecciona Cl-. Los co-traportadores Cl-/H+ como los ClC4 y 5 de humanos 
poseen serina en la posición recíproca y transportan estos dos iones de manera acoplada 
cuando en el medio se encuentra cloruro, pero el acople se pierde si el anión presente en 
el medio es nitrato (Bergsdof et al 2009). AtClC-a de Arabidopsis thaliana, es un co-
transportador NO3
-/H+ que acumula nitrato en la vacuola de la planta (Di Angeli et al 
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2006). Este transportador presenta prolina en lugar de serina en la posición equivalente 
(Bergsdof et al 2009). Si se muta serina por prolina en co-transportadores Cl-/H+ éstos son 
capaces de transportar nitrato de forma acoplada (Bergsdof et al 2009, Zifarelli & Pusch 
2009), y si la mutación se introduce en un canal éste se vuelve más selectivo a nitrato 
(Bergsdof et al 2009). La sustitución de S107 por cisteína da lugar a un canal funcional, 
pero mientras Bergsdof et al (2009) sostienen que hay mayor preferencia y acople con 
nitrato, Zifarelli & Pusch (2009) reportan que se comporta como un co-transpotador Cl-/H+. 
Todos los datos anteriormente mencionados hacen el estudio de los co-transportadores 
ClC de gran importancia, ya que mutaciones puntuales en la secuencia que generan 
cambios casi imperceptibles en la estructura, resultan en cambios considerables en la 
función. 
 
Los ClC han sido poco estudiados en protozoarios. Sin embargo Salas-Casas et al (2006), 
caracterizaron EhClCA, un canal de la familia ClC presente en Entamoeba histolytica, un 
protozario causante de la amebiasis humana que entra en contacto con la célula 
hospedera y causa su lisis. Mediante estudios electrofisiológicos mostraron que EhClCA 
tenía comportamiento de canal y su expresión se asocia con patogenicidad. Asumiendo 
que en Leishmania, los ClC se expresan, estos podrían favorecer su adaptación a los 
cambios entre los ambientes de los dos hospederos. Carreño (2010), Lozano et al. (2009), 
Parada  et al. (2010), Quintero (2009) han demostrado que los cuatro genes de canales 
de cloruro putativos de L. braziliensis se transcriben en promastigotes y al menos tres de 
ellos (LbClCA, B y C) se expresan en amastigotes (Carreño et al. 2011, Quintero 2014, 
Parada 2010). Estos tres últimos, han sido clonados, secuenciados y ligados en vectores 
de expresión para sistemas de células mamíferas y se ha iniciado el estudio de sus 
propiedades electrofisiológicas. 
 
En este momento en el grupo de Biofísica y biología de membranas hay dos grandes 
preguntas con respecto a los canales ClC putativos de Leishmania. La primera es si las 
proteínas codificadas por estos genes putativos efectivamente se comportan como co-
transportadores aniónicos como sugiere su análisis informático y la segunda es si juegan 
un papel importante en la fisiología del parásito. Para responder estas preguntas se han 
desarrollado diferentes estrategias experimentales como la expresión de los genes en 
sistemas heterólogos como células HEK293, CHO y ovocitos de Xenopus laevis y el 
registro electrofisiológico de las corrientes generadas. Datos preliminares indican que su 
expresión es mayor a nivel intracelular lo que ha limitado su caracterización. Sin embargo, 
de estar presentes en la membrana plasmática de las células transfectadas no inducen 
corrientes voltaje-dependientes (García, Parada, comunicación personal) lo que estaría de 
acuerdo con función de co-transportador pero alteran el volumen de ovocitos (García 
comunicación personal). A futuro se espera determinar si cambios en la concentración del 
anión y del protón inducen corrientes. También se planea generar parásitos knock down 
para estos genes o que sobreexpresen estos transportadores y estudiar los clones con 
mutaciones puntuales de aminoácidos funcionalmente importantes. 
 
Otra alternativa que puede ser utilizada para tener una aproximación experimental al 
comportamiento de las proteínas expresadas por estos genes es la técnica de 
complementación de levaduras. Esta técnica consiste en tomar una levadura knock out 
para un gen o grupo de genes conocido, que presenta un fenotipo mutante y transformarla 
con un constructo que contenga el mismo gen o un gen heterólogo con función similar 
para ver si de esa forma se recupera el fenotipo silvestre. La existencia de una librería 
genética que contiene un alelo nulo para cada uno de los genes presentes en el genoma 
de Saccharomyces cerevisiae ha permitido realizar ensayos de complementación para 
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todo tipo de genes (Wolfe & Pearce 2006). Dada la facilidad de llevar un cultivo de 
levaduras la complementación es hoy en día una de las técnicas más usadas para hacer 
expresión heteróloga de canales y otras familias de proteínas (Wolfe & Pearce 2006).  
 
En el genoma de Saccharomyces cerevisiae solo hay un gen homólogo de transportador 
ClC, el gen gef1, que fue descrito por primera vez por Greene et al. (1993), quienes 
estudiaron un mutante incapaz de crecer en medio de cultivo con fuentes de carbono no 
fermentables a menos que éste estuviera suplementado con hierro. Por lo que 
propusieron que la proteína codificada por este gen debía participar en la ruta de 
transporte de hierro. Debido a la importancia del hierro como cofactor en la cadena 
transportadora de electrones su ausencia lleva a fallas en la respiración lo que explica la 
incapacidad de la cepa de crecer en medios no fermentables. Más adelante se mostró 
que este gen codifica un co-transportador Cl-/H+ (Gef1) (Huang et al 1994, Fils et al. 2002) 
que se ubica en la membrana del aparato de Golgi (Schwappach et al 1998) y la vacuola y 
juega un papel importante en la ruta de transporte de hierro de alta afinidad (Gaxiola et al 
1998). El transporte de hierro de alta afinidad en S. cerevisiae requiere de la oxidasa de 
hierro Fet3p, que debe ser cargada con cobre en el Golgi tardío para poder cumplir su 
función enzimática (Davis Keplan et al 1998). La carga de cobre solo puede hacerse en 
un ambiente ácido (Davis Keplan et al 1998, Gaxiola et al 2002), por lo que se pensaba 
que la importancia de Gef1 estaba relacionada con mantener la electroneutralidad del 
compartimento para facilitar el ingreso de Cu+ y H+. Sin embargo, se ha visto que el Cl- 
actúa además como un factor alostérico para la carga de hierro, lo que sugiere que la 
concentración de Cl- en este compartimiento sería relevante (Davis Kaplan et al. 1998). 
También se ha evidenciado que Gef1 juega un papel en la homeostasis de pH y glutatión 
en compartimentos intracelulares (Braun et al 2010) y que la proteína alcanza la 
membrana plasmática donde es, al menos parcialmente, responsable por el transporte  de 
Cl- entre el interior y el exterior de la célula (Lopez-Rodriguez et al 2007).  
 
La línea knock out para este transportador, Δgef1, es incapaz de crecer en medios no 
fermentables a menos de que sean enriquecidos con hierro (Greene et al 1993), tampoco 
puede crecer en medio bajo en hierro y es sensible al exceso de cationes. Estos dos 
últimos fenotipos pueden ser compensados mediante adición tanto de hierro como de 
cobre al medio de cultivo. (Gaxiola et al 1998). Se ha mostrado también que el fenotipo 
del knock out puede ser recuperado transformando esta cepa no solo con el gen silvestre 
de S. cerevisiae, sino también con transportadores ClC de otros organismos como 
Torpedo marmorata, AtClC-c y AtClC-d de A. thaliana (Gaxiola et al 1998), ClC6 de 
humanos (Kida et al 2001) y AnClCa del hongo Aspergillius nidulaus (Oddon et al 2007) 
entre otros. Sin embargo otros ClC son incapaces de rescatar Δgef1, y la transformación 
con el gen AtClC-a de A. thaliana no es suficiente para recuperar el fenotipo (Gaxiola et al 
1998). 
 
En A. thaliana los genes AtClC-c y AtClC-d  funcionan como co-transportadores aniónicos 
transportando preferencialmente cloruro y se cree que actúan como shunts acoplados con 
la bomba de protones tipo V VHA-a1 para permitir la acidificación de compartimentos 
intracelulares (Von der Fecht-Bartenbach et al 2007). El transportador AtClC-a, en 
cambio, funciona en el mismo organismo como un  antiporter NO3
-/H+ cuyo rol es el de 
acumular nitrato en la vacuola con fines nutricionales (Bergsdorf et al 2009). Estas 
observaciones hicieron que surgiera la duda de si la incapacidad de AtClCa para 
recuperar el fenotipo se debía a su incapacidad de transportar cloruro de manera 
acoplada. Wege et al. 2010 concluyeron que éste era efectivamente el caso al demostrar 
que el AtClCa puede complementar de forma eficiente la levadura Δgef1 si se suplementa 
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el medio con nitrato y que el mutante AtClCaP160S, que funciona como un intercambiador 
Cl-/H+ es capaz de complementar exitosamente a la cepa mutante. También se ha visto 
que cuando el transportador silvestre de S. cerevisiae es mutado para que se exprese 
como un canal no dependiente de voltaje la proteína mutada no es capaz de recuperar el 
fenotipo silvestre (Braun et al 2010). 
 
Dada la similitud en secuencia que presentan los genes putativos de Leishmania con la 
familia de transportadores ClC la posibilidad de llevar a cabo estudios como la 
complementación en levadura puede dar indicios del papel que cumplen dentro del 
parásito. Por esta razón, se propone hacer complementación de la línea knock out de S. 
cerevisiae Δgef1 con alguno de los cuatro genes de transportadores aniónicos putativos 
reportados en el genoma de L. braziliensis para evaluar si se recuperan los fenotipos de 
sensibilidad a la falta de hierro, crecimiento en medio no fermentable y toxicidad de 
cationes. 
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Objetivos: 
 
General: 
 
Estudiar el efecto de la complementación de levaduras Saccharomyces cerevisiae Δgef1, 
knock-out para un co-transportador de cloruro con un gen que codifica para un 
transportador aniónico tipo ClC del genoma de Leishmania braziliensis.  
 
Específicos: 
 
1. Determinar el transportador de la familia de ClC de Leishmania LbClCA, B, C, D 
que será utilizado.  
2. Generar un vector de expresión para S. cerevisiae que contenga el gen de un 
transportador aniónico de L. braziliensis. 
3. Complementar la cepa Δgef1 con el gen de un transportador aniónico de L. 
braziliensis y comparar la capacidad de proliferación en distintos medios de cultivo 
de una cepa de S. cerevisiae silvestre con la cepa S. cerevisiae Δgef1 sin 
complementar, complementada con el gen de L. braziliensis y complementada con 
el gen GEF1 de S. cerevisiae, y transformada con el plásmido de expresión vacío. 
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Metodología  
 
Objetivo 1 
 
Se hizo un alineamiento de secuencias múltiple de los transportadores ClC utilizando la 
función ClustalW del programa BioEdit Sequence Alignment Editor (ibis Biosciences-
Abbot. Carlsbad, California). Para hacer el alineamiento se utilizaron las secuencias de 
proteínas de los siguientes miembros de la familia ClC: ClC5 de humano (número de 
acceso en GenBank: P51795.1), EcClCa de E. coli (número de acceso en genebanck: 
P37019.2), ClC0 de T. marmonata (número de acceso en GenBank: CAA40078.1), 
ScGef1 de S. cerevisiae (número de acceso en GenBank: NP_012574.1) y AtClCa de A. 
thaliana (número de acceso en GenBank: NP_198905.1). Estos genes sirvieron de 
referencia para identificar los aminoácidos importantes en los cuatro genes ClC de L. 
braziliensis: LbClCA (número de referencia GeneDB: LbrM.01.0210), LbClCB (número de 
referencia GeneDB: LbrM.32.3670), LbClCC (número de referencia GeneDB: 
LbrM.33.1260) y LbClCD (número de referencia GeneDB: LbrM.04.1010).   
Los aminoácidos considerados, tomando como referencia el EcClCa de E coli fueron los 
siguientes: serina 107, glutamato de gating 148 y glutamato del protón 203. 
 
El árbol de neighbor joining se hizo a partir de un alineamiento de secuencias múltiple 
utilizando la función ClustalW del programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis 
Biosciences-Abbot. Carlsbad, California). Para hacer el alineamiento se utilizaron las 
secuencias del anexo 1. Se utilizó un bootstrap de 1000000 con una penalización 
estándar para los gaps.  
 
Objetivo 2: 
 
Se utilizó el vector pRS416_met25 (p416) (Skiorski & Hieter 1989; Mumberg et al 1994) 
como vector de expresión de las levaduras (Figura 1). Las bacterias transformadas con 
este vector se pueden seleccionar con ampicilina ya que el vector tiene el marcador AMPr. 
La selección de las levaduras transformadas se debe hacer en medio de cultivo sin uracilo 
(URA-), ya que el vector tiene el marcador URA3. Si se quiere potenciar su expresión 
dentro de la levadura se pueden crecer en un medio que no contenga metionina (MET-), 
ya que el gen que se inserte en el vector está bajo un promotor ribosomal que se activa a 
menores concentraciones de metionina. El vector vacío fue cedido generosamente por la 
Prof. Dra Blanche Schwappach del laboratorio de Bioquímica I de la Universidad de 
Göttingen, Alemania. 
 
Para insertar los genes LbClCA y LbClCB en el vector p416 se diseñaron primers que 
amplifican los genes completos añadiendo sitios de restricción presentes en el polilinker 
del vector (Figura 1) y que no cortan los genes. Para el gen LbClCB, se añadieron el sitio 
HindIII, al primer Rv (antisentido), y el sitio BamHI al primer Fw (sentido). Para LbClCA, se 
añadieron el sitio HindII al primer Rv (antisentido) y el sitio XbaI al primer Fw (sentido) 
(Tabla 1).  
 
Las plantillas usadas para la amplificación de los genes de L. braziliensis fueron 
vectores pGEMT-Easy en los que habían sido clonados los genes completos 
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amplificados a partir de cDNA de promastigostes de L. braziliensis. Estos vectores 
han sido secuenciados y se encuentran disponibles en el laboratorio de biofísica y 
biología de membranas, Laboratorio de Biofísica de Centro Internacional de Física. 
 
  
Figura 1: Vector de expresión para proteínas p416. A: Mapa del vector p416. B: polilinker del vector p416. 
 
 
Nombre del primer Secuencia 5’-3’ Tm (°C)  
LbClCB Fw sitio de corte BamHI ATTGGATCCGGTATGAGTGCACGGTACG 71,3 
LbClCB Rv sitio de corte HindIII AATAAGCTTTCACCTTCTCCACTCGGTGTCC 66,1 
LbClCA Rv sitio de corte HindIII AAAAGCTTTCAGCGGTGGTGGGCAGTCGCAC  68,2 
LbClCA Fw sitio de corte XbaI CGGTCTAGAATGACGGAAGCAGGCGGCAGT 67 
Tabla 1: Primers diseñados para integrar los genes LbClCA y LbClCB en el vector p416. 
 
 
La estandarización de las reacciones de PCR se hizo mediante rampas de temperatura de 
anillamiento entre 68°C y 74°C para LbClCA y entre 65°C y 71°C para LbClCB. Las otras 
condiciones se mantuvieron constantes. El programa utilizado fue: desnaturalización 
inicial 95°C por 1:30min. 25 ciclos de desnaturalización 95°C 30seg, anillamiento según la 
rampa de temperatura 30seg, elongación 68°C 1:30 min. Elonganción final 72°C 5:00 min. 
Las concentraciones de los reactivos se hicieron según recomendado por el protocolo de 
la taq utilizada.  
 
Se utilizaron dos taq polimerasas para hacer las PCRs. 
 
Protocolo Platinum® taq DNA polymerase (life technologies).  
 
Componente Volumen Concentración final 
10X PCR Buffer 5µl 1x 
Mezcla de dNTP 10mM 1µl 0,2mM cada uno 
50 mM MgCl2 1,5µl  
A 
B 
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Primer mix (10 μM cada uno)  1µl 0,2µM cada uno 
DNA Template  ≥1 μL Según requerimiento 
Platinum® Taq DNA Polymerase 0,2µl 1,0 unidades 
Agua HPLC A 50µl N.A 
Tabla 2: protocolo de la Platinum
®
 taq DNA polymerase (life technologies), a partir del manual del fabricante.  
 
PCR Protocol for OneTaq® DNA Polymerase (NEB)  
Componente Volumen Concentración final 
5X Standard Reaction Buffer* 10 1x 
Mezcla de dNTP 10mM 1µl 0,2mM cada uno 
Primer Fw 10 μM  1µl 0,2µM  
Primer Fw 10 μM  1µl 0,2µM  
OneTaq® DNA Polymerase 0.125µl 1,0 unidades 
DNA Template  ≥1 μL Según requerimiento 
Agua HPLC A 25µl N.A 
Tabla 3: protocolo de la OneTaq® DNA Polymerase (NEB), a partir del manual del fabricante. 
 
Antes de ligar  los genes en el vector p416, se hizo una primera clonación con el vector 
pGEM®-T Easy de Promega, según la instrucciones del fabricante. Los constructos de 
ambos genes fueron secuenciados para verificar la integridad del gen. Las extracciones 
de DNA plasmídico se hicieron utilizado el kit NucleoSpin® Plasmid de Macherey-Nagel. Y 
las purificaciones de DNA a partir de geles de agarosa se hicieron utilizando el kit 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up de Macherey-Nagel. Una vez se tuvieron los genes 
en el vector p416, estos constructos también fueron secuenciados para garantizar la 
naturaleza de los constructos. Las secuenciaciones fueron realizadas por el servicio de 
secuenciación del Instituto Max Plank de Medicina Experimental. 
                                                                                                                                                                                                                                                                                              
Objetivo 3: 
 
El vector p416 vacío, que fue utilizado como control negativo en los ensayos de 
crecimiento de levaduras y los vectores p416+gef1, p416+GFPgef1, p416+gef14AP que 
fueron utilizados como controles positivos en los ensayos de crecimiento de levaduras, 
fueron construidos y donados por el departamento de Bioquímica de la Universidad de 
Göttingen a cargo de la profesora Blanche Schwappach. Los vectores p416+gef1, 
p416+GFPgef1, p416+gef14AP contienen el gen gef1 silvestre de Saccharomyces 
cerevisiae y han sido utilizados exitosamente en la complementación de la cepa Δgef1.  
 
Se hizo una primera transformación con acetato de litio según el protocolo del Ausbel et al 
2002. Las cepas transformadas fueron incubadas en medio selectivo sólido (-URA) (anexo 
3) por 3 días a 30°C.  
 
Una segunda transformación fue hecha usando el Frozen EZ transformation II kitTM de 
Zymo Research. Las cepas transformadas fueron incubadas en medio selectivo sólido (-
URA) (Anexo 3) por tres días a 28°C. 
 
La evaluación del crecimiento de las cepas transformadas en medios selectivos se hizo 
mediante ensayos de puntos. 
 
Ensayo de puntos: 
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Este ensayo pretende medir cualitativamente la capacidad de una cepa de crecer o no en 
un medio con condiciones específicas (variación en la concentración de sales, variación 
en la fuente de carbono, adición de quelantes) mediante la visualización o no de la 
proliferación de la cepa. 
 
Se inoculó una colonia aislada de cada cepa en medio de cultivo líquido (SC para las 
cepas silvestre y knock out y –URA para las cepas transformadas (Anexo  3)). Los cultivos 
líquidos se incubaron toda la noche a 30°C y 200 rpm. Estos cultivos se diluyeron a una 
densidad óptica de 0,2 (absorbancia medida a 600 nm de longitud de onda con 
espectrofotómetro). A partir de esta dilución se hicieron 5 diluciones sucesivas (1/10) y se 
platearon 5µl de cada dilución en placas de Petri de distintos medios de cultivo según el 
ensayo. Se utilizaron placas de medio SC (Anexo 3) como control de carga. Todos los 
ensayos se hicieron por triplicado. Las condiciones de cultivo según el ensayo se 
describen a continuación: 
 
 Ensayo en medio de cultivo con quelante de hierro: SC (anexo 3) + sulfonato de 
batofenantrolina (BPS) 40 µM. Este quelante reduce la cantidad de hierro 
disponible en el medio y por ende puede ser usado como indicador de crecimiento 
en medio bajo en hierro. Estas placas se dejaron incubando 4 días a 30°C. 
 
 Ensayo en medio de cultivo con fuente de carbono no fermentable: Glicerol/etanol 
(GE) (anexo 3). Estas placas se dejaron incubando 10 días a 28°C. 
 
 Ensayos en medios de cultivo suplementados con sales:  
 
SC+ MnCl2 2 mM 
SC+ MnCl2 5 mM 
SC+ MnCl2 10 mM 
SC+ MnCl2 20 mM 
SC+ NaCl 1 M 
SC+ NaCl 1,75 M 
 
Las concentraciones de las sales fueron elegidas según las usadas en la literatura 
(Gaxiola et al. 1999; Wege et al. 2010). 
 
En todos los casos las placas fueron incubadas durante 4 días a 28°C. 
 
En todos los casos el control de carga es la segunda dilución de un ensayo de puntos 
hecho en medio SC (no selectivo); en el crecen todas las cepas y sirve para ver que no 
hubo diferencia aparente en el número de células que se sembraron. 
 
Este tipo de ensayos ha sido reportado en S. cerevisiae con gef1 por distintos autores 
(Greene et al. 1993, Heschemberger et al 1996, Gaxiola et al. 1998, Schwappach et al. 
1998, Myasaki et al. 1999, Kida et al. 2001, Wächter & Schwappach 2005, Lopez-
Rodríguez et al. 2007, Oddon et al. 2007, Wege et al. 2010). 
 
Para verificar la presencia de los constructos en las cepas transformadas con los genes 
de L. braziliensis se realizó una PCR de colonia de levaduras. Se transfirió una colonia a 
30 µl de SDS 0,2%. Se incubó a 90°C por 4 minutos. Se transfirió el sobrenadante a un 
nuevo tubo y se utilizaron 0,5 µl para una reacción de PCR. El programa utilizado fue: 
desnaturalización inicial 95°C por 1:30min. 25 ciclos de desnaturalización 95°C 30seg, 
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anillamiento 57°C 30seg, elongación 68°C 1:30 min. Elonganción final 72°C 5:00 min. Las 
concentraciones de los reactivos se hicieron según recomendado por el protocolo de la 
Platinum® taq DNA polymerase. 
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Resultados y Discusión 
 
Objetivo 1: Elegir el transportador de Leishmania braziliensis 
a usar en el estudio. 
 
Los primeros análisis de las cuatro secuencias encontradas en el genoma de L. 
braziliensis indican que estas tienen alta conservación en las secuencias GSGIPE: (106-
111), GREGP (146-150) y GIFAP (355-359), asociadas con el filtro de selectividad de 
estas moléculas y que se consideran el sello de los ClC. Los aminoácidos que han sido 
reportados como de importancia funcional en la familia ClC están relacionados con 
selectividad de la proteína por un anión (S107 de EcClCa de E. coli) (Bergsdorf et al. 
2009) y con la función como transportador o canal (E148 y E202 según el canal EcClCa 
de E. coli) (Zifarelli & Pusch 2009; Picollo & Pusch 2005). Recientemente se ha utilizado el 
co-transportador EcClCa de E. coli como referencia para determinar la posición de los 
aminoácidos porque éste fue el primer ClC cristalizado (Dutzler et al 2002). 
 
Para identificar la presencia de los aminoácidos de interés, mencionados anteriormente, 
en los cuatro ClC de L. brazililiensis se hizo un alineamiento de secuencias utilizando el 
programa BioEdit Sequence Alignment Editor en el que se compararon las secuencias de 
las proteínas codificadas por los genes putativos de L. braziliensis con las secuencias de 
proteínas de la familia ClC que han sido caracterizadas funcionalmente mediante estudios 
electrofisiológicos por distintos autores. El ClC0 de Torpedo marmorata (Jetsch et al 
1999), fue el primer transportador de la familia ClC en ser descrito y funciona como un 
canal de Cl-. El EcClCa de E. coli (Accardi & Miller 2004) fue el primer co-transportador Cl-
/H+ descrito en la familia y es el más estudiado. ClC5 de humanos (Picollo & Pusch 2005) 
es un co-trasportador Cl-/H+; mutaciones en éste se asocian con una patología humana, 
enfermedad de Dent, caracterizada por alteraciones renales, en donde la función de ClC5 
en reciclaje en endosomas tempranos ha sido afectada. AtClCa de A. thaliana (Di Angeli 
et al 2006) fue el primer transportador ClC en ser descrito como un co-tranportador NO3
-
/H+. Finalmente el Gef1 de S. cerevisiae (Huang et al 1994) es el único ClC presente en 
esta levadura. Las secuencias de estos canales están referenciadas en el anexo 1.  
 
La tabla 3 resume los aminoácidos que se encuentran en cada una de las posiciones 
estudiadas en todos los ClC’s tenidos en cuenta para realizar el alineamiento. Al analizar 
la posición de los aminoácidos característicos del filtro de selectividad y asociados con 
función en esta familia se observa que de los cuatro ClC de L. braziliensis el único que 
tiene estos aminoácidos conservados es LbClCB, lo que lo convierte en un buen 
candidato para hacer estudio de complementación en levadura con este gen y lo postula 
como un co-transportador Cl-/H+. Al revisar LbClCC este carece del glutamato de gating, 
que es reemplazado por tirosina y en la posición correspondiente al glutamato del protón 
tiene una leucina. Esto indicaría que en principio no podría acoplar protones y no tendría 
función como co-transportador. Sugerir el tipo de transporte que se daría a través de la 
proteína codificada por este gen es difícil en vista que ninguno de los transportadores de 
la familia ClC descritos hasta el momento presenta alguno de estos dos aminoácidos en 
estas posiciones. Teniendo en cuenta lo anterior no se considera este gen como 
candidato para hacer la complementación.     
 
HsClC5          QLIISTDEGAFAYIVNYFMYVLWALLFAFLAVSLVKVFAPYACGSGIPEIKTILSGFIIR 183 
ScGef1          CEAQGLWIAWKGHVSPFIIFMLLSVLFALISTLLVKYVAPMATGSGISEIKVWVSGFEYN 201 
LbClCA          EFFLGRDNHVVAFVD-FVMYVGFSTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGGIAEVKTIVSGYHVK 194 
EcClCa          QRMGALVHTADNYPLLLTVAFLCSAVLAMFGYFLVRKYAPEAGGSGIPEIEGALE---DQ 119 
- 12 -                                                                                                             María Alejandra Viviescas Maldonado 
 
AtClCa          LLAVGYYIAQDRFWTGLMVFTGANLGLTLVATVLVVYFAPTAAGPGIPEIKAYLNGIDTP 175 
LbClCD          HIMASQRHRSIGCLQGFFYTVLGSVVLVSISAGVVVYFEPAASGGGIPDVMAYLNGVHLR 238 
LbClCB          TAIVLRTISWSALLRGWMLYTMWGMLMALLSS-LCCLVMPSAAGSGIPDVMAYLNGVMFP 235 
LbClCC          NVGLYGIASPRWYWSGYALWIAFAVCTSAVAS-GVCYLVPQSVGSGIPEVLAYLNGVSYP 173 
TmClC0          FYKYLFALVEGNIGLQYLVWVCYPLALILFSSLFCQIVSPQAVGSGIPELKTIIRGAVLH 138 
                                              .        * : * **.::   :       
 
HsClC5          -GYLGKWTLVIKTITLVLAVSSGLSLGKEGPLVHVACCCGNILCH-----------CFNK 231 
ScGef1          KEFLGFLTLVIKSVALPLAISSGLSVGKEGPSVHYATCCGYLLTK-----------WLLR 250 
LbClCA          -RYLGGWTLITKVVAMCFSTGSGLTVGKEGPFVHIGACVGGIISG-----------AFPS 242 
EcClCa          RPVRWWRVLPVKFFGGLGTLGGGMVLGREGPTVQIGGNIGRMVLD-----------IFRL 168 
AtClCa          -NMFGFTTMMVKIVGSIGAVAAGLDLGKEGPLVHIGSCIASLLGQGGPDNHRI-KWRWLR 233 
LbClCD          -KAMNLRTFIAKAISCICAVGGGLPVGLEAPLIHLGAITGAGVTQGRSRTLGF-QTSLLQ 296 
LbClCB          -RIFNVRNLVIKSLSCILAVSAGLPVGIEGPMIHMGSLIGAGLPTGRSRSLRCSATSFFD 294 
LbClCC          -MMRSTRVLVAKLVAVVFTVASGVCTGHYGHLMLAGAMLGAQLLQRRHG-VRCYHVHFVD 231 
TmClC0          -EYLTLRTFVAKTVGLTVALSAGFPLGKEGPFVHIASICATLLNQ-------LLCFISGR 190 
                        :  * .    : ..*.  *  .  :  .   .  :                  
 
HsClC5          YRKNEAKRREVLSAAAAAGVSVAFGAPIGGVLFSLEEVS--YYFPLKTLWRSFFAALVAA 289 
ScGef1          DTLTYSSQYEYITAASGAGVAVAFGAPIGGVLFGLEEIASANRFNSSTLWKSYYVALVAI 310 
LbClCA          Y-QQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVS--TSYNFKALMAALICGVTAV 299 
EcClCa          K--GDEARHTLLATGAAAGLAAAFNAPLAGILFIIEEMRPQFRYTLISIKAVFIGVIMST 226 
AtClCa          YFNNDRDRRDLITCGSASGVCAAFRSPVGGVLFALEEVA--TWWRSALLWRTFFSTAVVV 291 
LbClCD          AFRNNKDRRDFITAGAACGVSVAFGAPIGGLLFVVEEVS--SFWDRSSNGQIFLATMLCF 354 
LbClCB          QFRNPRDGRDFISAGAACGLTSAFSSPLGGMLFVMEEMA--THFSVRLAWLVFLSCLSCM 352 
LbClCC          HFRNPRDRRIVLVIGAAAGIAAAFCVSVGGLLVVLELLS--AVYPVRFALYIFAACLLST 289 
TmClC0          REEPYYLRADILTVGCALGISCCFGTPLAGVLFSIEVTC--SHFGVRSYWRGFLGGAFSA 248 
                           :  ... *:  .*  .:.*::. :*       :                 
 
 
HsClC5          SKGGELPDRPAGVGVYSAMWQLALTLILKIVITIFTFGMKIPSGLFIPSMAVGAIAGRLL 469 
ScGef1          --LCQLDENTHAFEFLKIFTSLCFATVIRALLVVVSYGARVPAGIFVPSMAVGATFGRAV 482 
LbClCA          ---------------VRAFFSLLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAF 459 
EcClCa          --------------------MLVFIFVARVITTLLCFSSGAPGGIFAPMLALGTVLGTAF 371 
AtClCa          NDDAVRNIFSSNTPNEFGMVSLWIFFGLYCILGLITFGIATPSGLFLPIILMGSAYGRML 494 
LbClCD          GKNTIRHLFSRQTAEEFPIVTLIVYFLVYFASACIASGTSVSGGLVVPSLVLGAVFGRLF 562 
LbClCB          PYNLLRLLFSRHSAGLFPAWSLLLHLSIYMVGSSYAGGMFISCGTVIPSLLIGAVEGRLI 566 
LbClCC          ADSTLQTLLSQRTEHLLPWPALLTFSLIYFFASAVYSGLGLYGDTMLSSLVIGAAIGRCI 585 
TmClC0          -------SAQWFIPHLNIFIVMALYFVMHFWMAALAVTMPVPCGAFVPVFNLGAVLGRFV 432 
 
                                     :                     . . . : :*:  * 
Figura 2: Alineamiento de proteínas representativas de la familia ClC y las ClC putativas de L. braziliensis. 
Obtenido mediante la opción clustalW multiple alignment (Full multiple alignment) del programa BioEdit 
Sequence Alignment Editor. 
 
 
 
Canal Serina de acople 
NO3
-
 Cl
-
 
Glutamato de 
gating  
Glutamato del 
protón 
EcClCa E. coli S 107 E 148 E 203 
ClC5 H.sapiens S 168 E 211 E 268 
Gef1 S. cerevisiae S 186 E 230 E 287 
ClC0 T. 
marmorata 
S 123 E 166 V 227 
AtClCa A. 
Thaliana 
P 160 E 203 E 270 
LbClCA L. 
braziliensis 
G 179 E 222 D 278 
LbClCB L. 
braziliensis 
S 220 E 263 E 331 
LbClCC L. 
braziliensis 
S 158 Y 201 L 268 
LbClCD L. 
braziliensis 
G 223 E 266 E 333 
    Tabla 4: Aminoácidos importantes en distintos transportadores de la familia ClC.  
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LbClCA y LbClCD presentan glicina en la posición correspondiente a serina o prolina y 
que están asociados con selectividad al anión, Cl- o NO3
- respectivamente. Se sabe que la 
línea knock out Δgef1 de S. cerevisiae puede ser complementada por co-transportadores 
y canales que tienen serina en esta posición, recuperando el fenotipo de la levadura 
silvestre. En contraste, los ensayos de complementación con genes que tienen prolina no 
logran rescatar este mutante. De los ClC estudiados funcionalmente hasta el momento, no 
se han descrito, ni se ha hecho complementación con ClC que presenten glicina en esta 
posición. Más aún, glicina en esta posición solo se observa en Trypanosomatidae, cuando 
se hacen alineamientos de los ClC de protozoarios disponibles (Camacho comunicación 
personal). LbClCA tiene aspartato en lugar del glutamato del protón; aunque se ha 
descrito que el transporte en estos casos es más lento, no se espera que la presencia de 
este aminoácido altere la función de intercambiador ya que posee características 
moleculares similares: carga negativa y tamaño y masa molecular similar, por lo que se 
puede asumir que el aspartato presente en el LbClCA cumple la misma función que el 
glutamato en los otros transportadores de la familia 
 
A partir de un alineamiento de secuencias múltiple se hizo un árbol de neighbor joining 
con las secuencias de proteínas de distintos transportadores ClC (tabla 4) para ver la 
relación de los transportadores de L. braziliensis con los de otras especies.  
 
Nombre del transportador Especie Número de acceso del GenBank 
HsClC1 Homo sapiens P35523.3 
HsClC2 Homo sapiens P51788.2 
HsClC3 Homo sapiens P51790.2 
HsClC4 Homo sapiens P51793.2 
HsClC5 Homo sapiens P51795.1 
HsClC6 Homo sapiens P51797.2 
HsClC7 Homo sapiens P51798.2 
HsClCK1 Homo sapiens P51800.1 
HsClCK2 Homo sapiens P51801.3 
ScGef1 Sacharomyces cerevisiae  NP_012574.1 
EcClCa Escherichia coli  P37019.2 
StClCa Salmonella typhimurium  NP_459208.1 
LmClCa Leishmania major  NP_047043.1 
LmClCb  Leishmania major CAC22644.1 
TbClCa Trypanosoma brucei  EAN76853.1 
TbClCb Trypanosoma brucei  EAN80614.1 
TcClCa Trypanosoma cruzi  XP_814380.1 
TcClCb Trypanosoma cruzi  XP_810521.1 
EhClCA Entamoeba histolytica  CAD86774.1 
EhClCb Entamoeba histolytica  XP_656435.2 
TvClCa Trichomonas vaginalis  XP_001321560.1 
TvClCb Trichomonas vaginalis  XP_001306814.1 
AtClCa Arabidopsis Thaliana  NP_198905.1 
AtClCb Arabidopsis Thaliana  AEE77275.1 
AtClCc Arabidopsis Thaliana  AED95868.1 
AtClCd Arabidopsis Thaliana  AAC26247.2 
AtClCe Arabidopsis Thaliana  AEE86510.1 
AtClCf Arabidopsis Thaliana  AEE33275.1 
ClC0 Torpedo Marmonata  CAA40078.1 
LbClCA Leishmania braziliensis  
LbClCB Leishmania braziliensis  
LbClCC Leishmania braziliensis  
LbClCD Leishmania braziliensis  
Tabla 5: Información de secuencias utilizadas para el árbol filogenético de transportadores ClC. Las 
secuencias de los transportadores se encuentran en el Anexo 3. 
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El árbol se obtuvo mediante un alineamiento múltiple utilizando la opción ClustalW 
Multiple Alignment (Full multiple alignment) del programa BioEdit Sequence Alignment 
Editor. Se generó un árbol de neighbor joining para este alineamiento, el bootstrap 
utilizado fue de 1000000 con penalización estándar para los gaps (Figura 3). 
 
 
  +-----TmClC0     
  !  
  !  +------HsClC2     
  !  !   
  !  !           +HsClCK1    
  !  !  +--------2  
  !  !  !        +HsClCK2    
  !  !  !   
  9-14  !                  +-----EhClCa     
  !  !  !     +------------4  
  !  !  !     !            +----EhClCb     
  !  !  !     !   
  !  !  !     !                          +--HsClC3     
  !  !  !     !                       +-12   
  !  +-15     !              +-------13  +--HsClC4     
  !     !     !              !        !   
  !     !     !              !        +-HsClC5     
  !     !     !           +-23   
  !     !     !           !  !             +-LbClCA     
  !     !     !           !  !         +---5  
  !     !     !        +-24  +---------8   +-LmClCa     
  !     !     !        !  !            !  
  !     !     !        !  !            +---TcClCa     
  !     +----21        !  !   
  !           !        !  +------------------ScGef1     
  !           !     +-25   
  !           !     !  !                   +-EcClC1     
  !           !     !  !         +---------3  
  !           !     !  !      +-18         +--StClCa     
  !           !     !  !      !  !   
  !           !     !  +-----19  +-----------------------------AtClCf     
  !           !     !         !   
  !           !     !         !                   +---TvClCa     
  !           !     !         +-------------------1  
  !           !     !                             +---TvClCb     
  !           !     !   
  !           !     !         +--------HsClC6     
  !           +----26      +-27   
  !                 !      !  +---------HsClC7     
  !                 !      !   
  !                 !   +-30             +-AtClCa     
  !                 !   !  !       +----11   
  !                 !   !  !    +-20     +AtClCb     
  !                 !   !  !    !  !   
  !                 !   !  +---22  +-------AtClCc     
  !                 !   !       !   
  !                 !   !       !        +AtClCd     
  !                 !   !       +-------10   
  !                 +--31                +AtClCe     
  !                     !   
  !                     !               +------LbClCB     
  !                     !     +---------6  
  !                     !  +-28         +------TbClCb     
  !                     !  !  !   
  !                     !  !  +-------------------LbClCC     
  !                     +-29   
  !                        !           +--LbClCD     
  !                        !      +----7  
  !                        !      !    +--LmClCb     
  !                        +-----17   
  !                               !  +-----TbClCa     
  !                               +-16   
  !                                  +-----TcClCb     
  !  
  +------HsCLC1  
 
Figura 3: Árbol de neighbour joining realizado a partir de un alineamiento múltiple utilizando la opción clustalW 
multiple alignment (Full multiple alignment) del programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Bootstrap: 
1000000, penalización estándar para los gaps. Relación de los transportadores ClC putativos de L. braziliensis 
con transportadores característicos de la familia ClC. 
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El árbol muestra que Gef1 de S. cerevisiae se agrupa con los co-transportadores 
humanos ClC3, ClC4 y ClC5, al igual que LbClCA, mientras que los otros tres ClC de L. 
braziliensis se agrupan con los co-transportadores humanos ClC6 y ClC7. Todas las 
secuencias de A. thaliana exceptuando AtClCf se agrupan con los co-transportadores 
humanos ClC6 y ClC7. Estos ClC de la planta están altamente relacionados entre sí, y sin 
embargo, algunos logran complementar a la levadura knock out y otros no, por lo que 
también se debe tener en cuenta la presencia de los tres aminoácidos anteriormente 
descritos a la hora de escoger el gen. Basados en los resultados del alineamiento y los 
árboles filogenéticos se decidió trabajar con los genes LbClCA y LbClCB ya que el 
primero es el más relacionado filogenéticamente con el gen silvestre de la levadura y el 
segundo es el único de los transportadores de L. brziliensis que tiene los 3 aminoácidos 
característicos de un co-transportador Cl-/H+. 
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Objetivo 2: Generación de un vector de expresión para S. 
cerevisiae que contenga el gen de un transportador aniónico 
de L. braziliensis. 
 
Para hacer la complementación era necesario transformar levaduras con un constructo 
que incluyera los genes de interés de Leishmania. El vector escogido fue pRS416_met25 
(p416). Este vector tiene gen marcador de selección para levadura URA3, lo que le 
permite crecer en medio sin uracilo (Sikorski & Hieter 1989) y el promotor Met25 derivado 
de genes que codifican por  0-acetil homoserina sulfidrilasa y es reprimido cuando se 
cultiva la levadura en presencia de metionina (Mumberg et al 1994). Ha sido usado en 
este modelo por varios autores y para expresar ClC (Schwappach et al. 1998). Para la 
generación de los constructos con los genes de L. braziliensis se diseñaron primers que 
amplificaran los genes completos añadiendo sitios de restricción presentes en el polilinker 
del vector p416 (tabla 1) y se usaron como plantilla vectores de clonación con los genes 
completos de L. braziliensis amplificados a partir de cDNA de promastigotes de L. 
braziliensis. Se estandarizó la PCR para dichos primers buscando las mejores 
condiciones. Inicialmente se hizo un gradiente de temperatura para determinar la más 
eficiente. Los productos de PCR obtenidos se separaron por electroforesis en gel de 
agarosa y se visualizaron (Figura 4). Para ambos genes se obtuvo una única banda del 
peso esperado (2300pb para LbClCA y 2600pb para LbClCB) en la mayoría de las 
temperaturas exploradas. Se decidió utilizar una temperatura de anillamiento de 69 °C 
para amplificar los dos genes simultáneamente.  
 
 
                             
Figura 4: Gel de agarosa 1,5% TAE 1X. Rampa de temperatura con los primers diseñados para los dos genes 
de L. braziliensis. Carriles: 1: MPM 2-9 LbClCB. 2: 71,0 °C; 3: 70,7 °C; 4: 70,0 °C; 5: 68,8 °C; 6: 67,4 °C; 7: 
66,2 °C; 8: 65,4 °C; 9: 65,0. 10-17 LbClCA. 10: 74,0 °C; 11: 73,7 °C; 12: 73,0 °C; 13: 71,8 °C; 14: 70,4 °C; 15: 
69,2 °C; 16: 68,4 °C; 17: 68,0. 
 
Para clonar se realizó una nueva PCR y el producto resultante se separó por 
electroforesis en gel de agarosa. La figura 5 muestra dos bandas de gran intensidad, lo 
que indica que hay una alta cantidad de DNA. Estas bandas fueron cortadas y purificadas 
desde el gel como se indica en la metodología. 
  
3000pb 
 1    2     3    4      5    6    7      8    9    10   11  12  13  14   15   16   17 
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Figura 5: Gel de agarosa 1% en TBE 0,5X. Productos de PCR de los dos genes de L. braziliensis. En cada 
caso se ve la amplificación de una banda del tamaño completo, estas bandas fueron cortadas y purificadas 
para clonar los genes en el vector pGemTEasy.   
 
 
El DNA purificado a partir del gel fue cuantificado y ligado en el vector pGEM-T-Easy. Se 
transformaron bacterias E. coli DH5α competentes con el producto de la ligación y se 
obtuvieron gran número de colonias para los dos genes. Para cada gen se eligieron 5 
colonias al azar a las que se les extrajo DNA plasmídico. El  DNA purificado se digirió con 
EcoRI, como control positivo de inserción y con las enzimas que añaden los sitios de corte 
para verificar que el inserto fuera el esperado (Figura 6). 
 
 
Figura 6: Gel de agarosa 1% en TBE 0,5X Digestión del DNA plasmídico de las colonias seleccionadas. 
Carriles: 1: MPM. 2-10: DNA plasmídico digerido con EcoRI 2-5: Gen LbClCA. 2: colonia 1. 3: colonia 2. 4: 
colonia 3. 5: colonia 4. 6-10: Gen LbClCB. 6: colonia 1. 7: colonia 2. 8: colonia 3. 9: colonia 4. 10: colonia 5. 
11-15: Gen LbClCA digerido con HindII y XbaI. 11: colonia 1. 12: colonia 2. 13: colonia 3. 14: colonia 4. 15: 
Colonia 5. 16-20: Gen LbClCB digerido con HindIII y BamHI. 16: colonia 1. 17: colonia 2. 18: colonia 3. 19: 
colonia 4. 20: colonia 5. 
 
En todos los casos la digestión con EcoRI dió el resultado esperado, se ven dos bandas 
que corresponderían al vector y al gen insertado. Con las enzimas específicas solo las 
colonias 3 y 4 del gen LbClCA dan dos bandas (Figura 6). En el caso del gen LbClCB en 
todas las colonias se observa digestión completa del producto (Figura 6). Por tanto se 
secuenciaron las colonias 3 y 4 del gen LbClCA y las colonias 1 y 3 LbClCB para verificar 
la integridad del gen en cada constructo y confirmar la presencia del sitio de restricción en 
la posición correcta. 
 
La comparación de secuencias de los 2 constructos anteriormente mencionados se 
muestra en el Anexo 2. Para LbClCA ninguna de las dos colonias que se secuenciaron 
presenta mutaciones y en ambos casos se insertaron los sitios de corte en la posición 
esperada, así que ambas colonias tienen el constructo esperado. En el caso de LbClCB la 
LbClCA LbClCB 
3000pb 
EcoRI 
____________    ____________ 
    LbClCA              LbClCB 
 
HindIII + XbaI 
 
LbClCA 
 
HindIII + BamHI 
 
LbClCB 
1     2      3     4      5     6      7      8      9     10    11   12   13    14   15   16   17    18    19    20 
3000pb    
2000pb 
2000pb    
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colonia 1 no tiene mutaciones en el gen y tiene los dos sitios de corte de enzimas de 
restricción, mientras que la colonia 3 presenta 4 mutaciones en el gen añadidas por la 
enzima polimerasa durante la PCR y solo tiene uno de los sitios de corte de enzimas de 
restricción. Por esta razón se siguió trabajando únicamente con la colonia 1 para el gen 
LbClCB. 
 
A continuación se muestran los mapas de constructos generados al clonar los dos genes 
de transportadores ClC de L. braziliensis en el vector pGEMTEasy (Figura 7). A lo largo 
del trabajo cuando se necesite hacer referencia a estos vectores se les llamará 
pGemTEasy+LbClCA (Figura 7A) y pGemTEasy+LbClCB (Figura 7B). 
 
 
Figura 7: Mapas de los vectores pGemTEasy+LbClCA (A) y pGemTEasy+LbClCB (B) generados al introducir 
los genes de L. braziliensis en el vector pGEMT-Easy. 
 
A partir de las colonias elegidas se hizo extracción de DNA plasmídico. El vector 
pGemTEasy+LbClCA fue digerido con XbaI y HindIII y el vector pGemTEasy+LbClCB fue 
digerido con BamHI y HindIII. Adicionalmente se hicieron dos reacciones de digestión con 
el vector p416 vacío, una con el par de enzimas utilizadas con el vector 
pGemTEasy+LbClCA y la otra con el par de enzimas con las que se digirió el vector 
pGemTEasy+LbClCB. Las digestiones se incubaron por cuatro horas y luego se 
separaron por electroforesis en gel de agarosa (Figura 8).  
  
A B 
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Figura 8: Gel de agarosa 1% en TBE 0,5X. Digestión de los vectores p416 vacío, pGemTEasy+LbClCA y 
pGemTEasy+LbClCB con las enzimas necesarias para realizar la clonación. 1: marcadores de peso 
molecular. 2: p416 digerido con XbaI y HindIII. 3: pGemTEasy+LbClCA extraído de la colonia 3. 4: 
pGemTEasy+LbClCA extraído de la colonia 4. 5: p416 digerido con BamHI y HindIII. 6: pGemTEasy+LbClCB 
extraído de la colonia 1.   
 
Se observa que el vector pGemTEasy+LbClCA extraído de la colonia 3 no fue digerido 
(Figura 8, carril 3) ya que solo se ve una banda. Dado que la digestión del mismo vector 
extraído de la colonia 4 sí fue completa (Figura 8, carril 4) se continuó la clonación del gen 
LbClCA en el vector p416 con el producto de esta digestión. Los recuadros en la figura 8 
indican las bandas que fueron purificadas desde gel y cuantificadas. Se montaron 
reacciones de ligación y se transformaron bacterias con los productos de ligación, En 
todos los casos hubo colonias después de la transformación. Para cada gen se tomaron 
seis colonias al azar y se hizo PCR de colonia con los primers del vector p416: T3 y T7 
(anexo 4). Los productos de las reacciones de PCRs correspóndientes se separaron por 
electroforesis en gel de agarosa (Figura 9). 
 
 
Figura 9: Gel de agarosa 0,8% TBE0,5X.  PCR de colonia usando primers T7 y T3 para verificar la inserción 
de los genes de L. braziliensis en el vector p416 tras las transformación de las con las bandas digeridas que 
fueron purificadas del gel. En la sección de la izquierda se ve la amplificación hecha a partir de colonia 
transformadas con la ligación del gen pGemTEasy+LbClCA, los números representan el número dado a cada 
una de las colonias. En la sección de la derecha se ve la amplificación hecha a partir de colonia transformadas 
con la ligación del gen pGemTEasy+LbClCB, los números representan el número dado a cada una de las 
colonias. 
 
Se pudo amplificar el fragmento del peso esperado a partir de las colonias 1, 3, 6 y 7 
transformadas con el gen LbClCA y de la colonia 7 transformada con el gen LbClCB, por 
lo que estas cinco colonias se consideran positivas. Se extrajo DNA plasmídico de las 
colonias positivas y se digirió con las enzimas XbaI y HindIII para los clones 
correspondientes al gen LbClCA y, BamHI y HindIII para el clon que tenía el gen LbClCB. 
La digestión se incubó 2 horas y los productos de ésta se separaron por electroforesis en 
gel de agarosa (Figura 10). 
LbClCA LbClCB 
3000pb 
1       2       3      4      5      6      7      8   MPM 1       2       3      4      5      6     7     8   MPM 
3000pb 
1 5  2 3             4    6 
 
2000pb 
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Figura 10: Gel de agaros 0,8% TBE 0,5X. Digestión clones p416-LbClCA y p416-LbClCB. Carriles: 1 Marcador 
de peso molecular. 2-4: controles positivos. 2: p416+gef1 digerido con XbaI y HindIII. 3: p416+gef1 digerido 
con XbaI y BamHI. 4: pGEMTeasy+LbClCA digerido con HindIII y BamHI. 5-8 p416+LbClCA digerido con 
HindIII y XbaI. 5: colonia 1. 6: colonia 3. 7: colonia 6. 8: colonia 7. 9 p416+LbClCB digerido con HindIII y 
BamHI, colonia 7.  
 
La digestión fue positiva en todos los casos. Se observa que las bandas de menor peso 
en los carriles 5 a 8 corresponden al peso del gen LbClCA (2300pb) y la banda en el carril 
9 corresponde al peso de LbClCB (2600pb) respectivamente y la de mayor peso en todos 
los casos al del vector vacío p416 (aproximadamente 5000pb). Los clones seleccionados 
fueron secuenciados para comprobar la orientación del inserto en el vector (ANEXO 2). A 
partir del análisis de las secuencias se concluye que se tienen los dos constructos 
esperados del vector con los genes de Leishmania (Figura 11). Estos vectores serán 
llamados p416+LbCLCA (Figura 11A) y p416+LbCLCB (Figura 11B) de ahora en adelante 
y fueron utilizados en los ensayos de complementación. 
 
 
Figura 11: Mapas de los vectores p416+LbClCA y p416+LbClCB, Vectores de expresión en levaduras que 
contienen los genes de L. braziliensis y que fueron generados tras la subclonación de los genes de 
Leishmania en el vector p416vacío.  
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Objetivo 3: Complementar la cepa de S. cerevisiae Δgef1 con 
el gen de un transportador aniónico de L. braziliensis y 
comparar la capacidad de proliferación de las distintas cepas 
de S. cerevisiae en distintos medios de cultivo  
 
 
En estos ensayos se buscaba determinar si los genes de Leishmania escogidos codifican 
proteínas capaces de rescatar la cepa knock out Δgef1 de S. cerevsiae. En otras palabras 
si una vez transformadas, permiten a esta cepa crecer en medios de cultivo con fuentes 
de carbono no fermentables, sin hierro o con exceso de sales. Como paso inicial se 
insertaron los vectores construidos y que contienen los genes de L. braziliensis y los otros 
constructos que sirvieron como controles de transformación de Δgef1. Se usaron dos 
métodos distintos de transformación. En los primeros ensayos se indujo transformación 
química con acetato de litio (Ausbel et al. 2002) que se asume es capaz de aumentar la 
permeabilidad de la pared de la levadura favoreciendo la entrada del DNA plasmídico. En 
estos ensayos se usaron las siguientes cepas:   
 
Cepa Δgef1 con vector p416 vacío que sirve como control negativo de transformación ya 
que permite diferenciar si los cambios que se observen entre la cepa knock out y la cepa 
transformada con los genes de interés se debe efectivamente al gen y no al vector que 
fue insertado.  
Cepa Δgef1 con vector p416+gef1 que sirve como control positivo ya que es la restitución 
del gen faltante en la cepa de S. cerevisiae y se ha probado que su inserción en la cepa 
knock out completa dicha cepa. 
Cepa Δgef1 con vector p416+GFPgef1 que sirve como control positivo ya que es la 
restitución del gen faltante en la cepa de S. cerevisiae y se ha probado que su inserción 
en la cepa knock out completa dicha cepa. 
Cepa Δgef1 con vector p416+gef14AP que sirve como control positivo ya que es la 
restitución del gen faltante en la cepa de S. cerevisiae y se ha probado que su inserción 
en la cepa knock out completa dicha cepa. 
Cepa Δgef1 con vector p416+LbClCA 
Cepa Δgef1 con vector p416+LbClCB 
Cepa Δgef1 sin vector “Moc”. Control negativo de transformación, en este ensayo no se 
inserta material genético en la células por lo que no debería haber crecimiento ya que 
ninguna célula sembrada debería tener el marcador selectivo URA3. 
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Figura 12: Cajas de Petri con las cepas transformadas con acetato de litio. La cajas que se muestra son –URA 
(medio sin urcilo) A: cepa tranformada con el vector vacío y MOC. B: p146+g ef1AP y p416+GFPgef1. C: 
p416+gef1. D: transformación con genes de L. brazilienis LbClCB y LbClCA. 
 
Los cultivos de las cepas transformadas se incubaron a 30 °C por tres días y luego se 
verificó crecimiento y número de colonias (Figura 12). Se observaron colonias de todas 
las cepas transformadas. En el MOC se ven unas pocas colonias, lo cual indica 
contaminación, pero dada la diferencia en el número de colonias con respecto a las cepas 
transformadas se puede deducir que en todos los casos la transformación con el vector de 
expresión fue exitosa. (Figura 12). Las levaduras producto de esta primera transformación 
fueron utilizadas para hacer el ensayo de crecimiento en medio bajo en hierro en donde 
gef1 debe rescatar la cepa knock out permitiendo su crecimiento y en donde se determinó 
el efecto de LbClCA y LbCLCB. 
 
Para ensayos posteriores de transformación se usó el Frozen EZ yeast transformation II 
kitTM de Zymo Research que permite la entrada del DNA plasmídico mediante el uso de 
células competentes cuya pared ha sido debilitada. Para estos ensayos se usaron las 
cepas mencionadas a continuación: 
 
Cepa Δgef1 con vector p416 vacío (control negativo) 
Cepa Δgef1 con vector p416+gef1 (control positivo) 
Cepa Δgef1 con vector p416+LbClCA 
Cepa Δgef1 con vector p416+LbClCB 
V. Vacío 
MOC 
Gef14AP 
GFPGef1 
Gef1 
LbClCB 
LbClCA 
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Cepa Δgef1 sin vector “Moc” (Control negativo de transformación) 
 
 
 
Figura 13: Cajas de Petri que muestran el crecimiento de las cepas transformadas con los diferentes vectores 
de expresión en levadura utilizando Frozen EZ yeast transformation II kit
TM
.  
 
Los cultivos de las cepas transformadas se incubaron a 28 °C por tres días y luego se 
verificó la presencia de colonias (Figura 13). En estos ensayos de transformación no 
crecieron colonias en el control negativo (MOC). En contraste, se observó gran cantidad 
de colonias en los cultivos de levaduras transformadas con todos los constructos. Estas 
cepas transformadas fueron utilizadas para hacer ensayos de crecimiento en medio de 
cultivo no fermentable y medio de cultivo suplementado con sales. 
 
Se han descrito tres fenotipos característicos de la cepa knock out Δgef1 de S. cerevisiae. 
El primero, la incapacidad de crecer en medio bajo en hierro porque se interrumpe el 
transporte de hierro de alta afinidad; el segundo, la incapacidad de crecer en medios no 
fermentables porque, debido a la ausencia de hierro que es un cofactor importante de la 
cadena transportadora de electrones, ésta no puede funcionar bien, por lo que las 
levaduras knock out  Δgef1 dependen de la fermentación para sobrevivir en medios que 
no están suplementados con hierro. Finalmente, la imposibilidad de crecer en medio de 
cultivo suplementado con sales. Se ha sugerido que este último fenotipo se debe a 
problemas para mantener la electroneutralidad durante el transporte de cationes. Para 
evaluar cada uno de estos fenotipos se hicieron ensayos de crecimiento utilizando tres 
tratamientos diferentes con el fin de probar si las cepas transformadas con los genes de L. 
braziliensis pueden recuperar cada uno de los fenotipos mutantes.  
 
En cada ensayo se incluyeron algunas cepas que sirvieron como control positivo o 
negativo de crecimiento. Los controles positivos elegidos fueron la cepa silvestre capaz de 
crecer en todos los medios en los que Δgef1 está restringido, la cepa knock out rescatada 
con los genes gef1, GFPgef1, o gef14AP. Como control negativo se usaron las cepas 
knock out Δgef1 y la transformada con vector vacío, incapaces de crecer en los medios 
mencionados. 
 
En el primer tratamiento se redujeron los niveles de hierro disponibles en el medio de 
cultivo mediante la adición al medio SC de 40 µM del quelante de hierro sulfonato de 
LbClCb 
LbClCa 
MOC 
Gef1 
Vacío 
- 24 -                                                                                                             María Alejandra Viviescas Maldonado 
 
batofenantrolina (BPS) (Anexo 3). Se inocularon las cepas knock out y silvestre en medio 
SC líquido (Anexo 3) y las cepas transformadas en medio –URA líquido (Anexo 3). Los 
inóculos se incubaron durante  toda la noche a 30 °C en agitación constante a 200 rpm. A 
partir de los cultivos líquidos se realizó el ensayo de puntos como se describe en la 
metodología.  
       
Figura 14: ensayo de crecimiento en medio SC+40 µM BPS las siguientes cepas: transformada con el vector 
p416+GFPgef1 (línea 1), transformada con el vector p416+gef14AP (línea 2), knock out (línea 3), cepa 
silvestre (línea 4), transformada con el vector p416 vacío (línea 5), transformada con el vector p416+LbClCA 
(línea 6), transformada con el vector p416+LbClCB (línea 7) y transformada con el vector p416+gef1 (línea 8). 
Se pusieron a crecer en medio SC con quelante de hierro (BPS 40 µM). En el primer punto se sembraron 
levaduras a OD600 de 0,2 y en los otros puntos diluciones sucesivas del cultivo líquido a OD600 de 0,2. El 
experimento se hizo por triplicado, no hubo diferencias aparentes entre las réplicas. 
 
En la figura 14 se observa que todos los controles positivos de transformación y la cepa 
silvestre presentan crecimiento. En contraste, no se observa crecimiento de las cepas 
transformadas con los constructos que tienen los genes de L. braziliensis, lo que sugiere 
que no hubo complementación y que ninguno de los dos genes de L. braziliensis es capaz 
de conferir a la cepa knock out la capacidad de crecer en medio bajo en hierro. 
 
Posteriormente se evaluó el crecimiento en medio de cultivo con fuentes de carbono no 
fermentables. Para esto se crecieron las levaduras en un medio de cultivo donde las 
únicas fuentes de carbono eran glicerol y etanol; a este medio de cultivo se le denomina 
GE (Anexo 3). Este ensayo de crecimiento se hizo con las cuatro cepas que se obtuvieron 
tras la segunda transformación (figura 13). Se inoculó una colonia de las cepas silvestre y 
Δgef1  en  medio SC  líquido (anexo 3) y  una colonia de cada cepa  transformada en  
medio líquido –URA (anexo 3). Los cultivos líquidos se incubaron durante toda la noche a 
30 °C en agitación constante a 200 rpm. A partir de estos cultivos se realizó el ensayo de 
puntos como se describe en metodología con el fin de observar la proliferación de los 
distintos transformantes en medio no fermentable. 
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Figura 15: Ensayo de crecimiento en medio no fermentable (GE). Las cepas silvestre (línea 1), transformada 
con el vector p416+gef1 (línea 2), knock out (línea 3), transformada con el vector p416 vacío (línea 4), 
transformadas con el vector p416+LbClCA (línea 5) y transformada con el vector p416+LbClCB (línea 6) 
crecieron por 10 días en medio sólido no fermentable. En el primer punto se sembraron levaduras a OD600 de 
0,2 y en los otros puntos diluciones sucesivas del cultivo líquido a OD600 de 0,2. El experimento se hizo por 
triplicado, no hubo diferencias aparentes entre las réplicas, se muestran las cuatro primeras diluciones ya que 
en la dos últimas no hubo crecimiento en ninguna de las cepas. 
 
Se observa crecimiento sólo en los controles positivos (Figura 15), lo cual coincide con los 
resultados obtenidos en el ensayo de crecimiento en medio pobre en hierro. Las cepas 
transformadas con los genes de L. braziliensis no muestran crecimiento al igual que las 
cepas knock out o con el vector vacío. Para la muestra sin dilución de la cepa 
transformada con el vector p416+LbClCA se aprecia mayor cantidad de levadura que en 
los controles negativos. Sin embargo, es marginal comparada con los controles positivos. 
La ausencia de proliferación de esta cepa a mayores diluciones sugiere que no hay 
complementación. Por tanto, de esto se concluye que la transformación de los genes de 
L. braziliensis en la cepa knock out de S. cerevisiae no confiere la capacidad de crecer en 
medios de cultivo no fermentables. 
  
Finalmente se valoró la proliferación de las levaduras en medio de cultivo suplementado 
con exceso de sales. Gaxiola et al. (1998) utilizaron NaCl 1,75 M y MnCl2 2 mM para sus 
ensayos de crecimiento, mientras que Wege et al. (2010) utilizaron MnCl2 5 mM. Por tanto 
se valoraron NaCl y MnCl2 en rangos de concentración desde 1 a 1,75 M y 2 a 20 mM 
respectivamente. Se inocularon las cepas en medio líquido, se incubaron toda la noche a 
30 °C 200 rpm y se realizó un ensayo de puntos. 
 
Wt     +gef1      KO       V         A           B 
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Figura 16: Ensayo de crecimiento en medios de cultivo suplementados con sales. A: SC+ 2mM MnCl2 B: SC+ 
5mM MnCl2. C. SC+ 10mM MnCl2. D. SC+ 20mM MnCl2. E: SC+ 1,75 M NaCl. F. SC+ 1 M NaCl. C.C: control 
de carga (SC). Las cepas silvestre (1), transformada con el vector p416+gef1 (2), knock out (3), transformada 
con el vector p416 vacío (4), transformadas con el vector p416+LbClCA (5) y transformada con el vector 
p416+LbClCB (6) crecieron por 4 días en medio sólido suplementado con sales. En el primer punto se 
sembraron levaduras a OD600 de 0,2 y en el segundo punto una dilución 1/10 del cultivo inicial. El experimento 
se hizo por triplicado, no hubo diferencias aparentes entre las réplicas. 
 
Se observó crecimiento de levaduras en 1 M NaCl, que es inhibido al aumentar la 
concentración a 1,75 M NaCl. Concentraciones de 2 mM MnCl2 no restringen crecimiento 
de las cepas, mientras que se ve que al aumentar a 5 y 10 mM se limita parcialmente el 
crecimiento hasta limitarlo en forma importante a concentraciones de 20 mM de MnCl2 
(Figura 16).  
 
Estos resultados no evidencian diferencias de crecimiento entre controles positivos y 
negativos que permita valorar el efecto de la inserción de los genes LbClCA y LbClCB. En 
contraste con estos hallazgos, Gaxiola et al. (1998) y  Wege et al. (2010) muestran 
diferencias de crecimiento entre las cepas transformadas utilizando estos tratamientos. No 
hay una razón clara para  esta discrepancia, dado que los ensayos que se realizaron 
fueron aparentemente similares. A pesar de esto, es notorio que el crecimiento en medio 
suplementado con exceso de sales es el menos estudiado de los tres fenotipos 
reportados para la cepa Δgef1. Gaxiola et al. (1998) proponen que el mecanismo 
mediante el cual la célula lleva a cabo el secuestro de cationes tóxicos en compartimentos 
como la vacuola puede verse afectado en la cepa knock out debido a la falta de un 
transporte de aniones que permita mantener electroneutralidad. Sin embargo, esta 
propuesta no ha sido probada experimentalmente, como tampoco hay pruebas de que la 
presencia de Gef1 sea indispensable para que la célula pueda llevar a cabo el transporte 
de cationes de forma eficiente, por lo que es posible que esta sensibilidad no se observe 
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2mM 
 
 
 
5mM 
 
 
 
10mM 
 
 
20mM 
 
 
control 
 
1M 
 
 
1,75 M 
 
 
control 
Estudio fisiológico de un transportador aniónico de Leishmania mediante   
complementación de una línea knock out de Saccharomyces cerevisiae.                                                                      - 27 - 
 
en todos los casos. Tal vez por esto hay menos autores que eligen utilizar el fenotipo de 
sensibilidad en medio suplementado con sales frente a cualquiera de los otros fenotipos 
cuya ruta metabólica sí ha sido comprobada experimentalmente y se sabe que hay una 
relación directa entre la ausencia de la proteína Gef1 y aparición de los fenotipos de 
incapacidad de crecer en medio de cultivo bajo en hierro y medio de cultivo no 
fermentable (Greene et al 1993, Gaxiola et al 1998). 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, tanto los ensayos de crecimiento en medio 
de cultivo con quelante de hierro como los ensayos con medio de cultivo no fermentable 
muestran que los genes LbClCA y LbClCB de L. braziliensis no complementan la cepa 
Δgef1. Los ensayos de crecimiento en medio de cultivo suplementado con sales no 
permiten obtener una conclusión referente a la complementación genética ya que no se 
ve diferencia entre las cepas. 
 
Diferentes autores reportan que la cepa knock out de S. cerevisiae puede ser 
complementada exitosamente con canales y cotransportadores ClC pertenecientes a 
distintos y variados organismos (Gaxiola et al. 1998, Kida et al. 2001, Oddon et al, 2007). 
Sin embargo, también hay reportes que muestran que genes que codifican para 
transportadores de la familia ClC que son similares al gen gef1 no pueden complementar 
la cepa knock out  (Gaxiola et al 1998, Kida et al 2001). La incapacidad de los genes de L. 
braziliensis para recuperar el fenotipo mutante puede deberse a que haya un error en la 
expresión tanto del gen como de la proteína, que haya una localización incorrecta de la 
proteína que le impida cumplir su función dentro de la levadura o a que la proteína, a 
pesar de expresarse y localizarse correctamente, no sea capaz de cumplir la función que 
cumple la proteína Gef1 en la cepa silvestre.  
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Conclusiones  
 
• Se trabajó con los genes LbClCA y LbClCB de L. braziliensis. Que, de los cuatro 
genes de transportadores putativos de la familia ClC presentes en L. braziliensis 
son el que mayor similitud filogenética al gen gef1 de S. cerevisiae y el que tiene 
todos los aminoácidos típicos de un co-transportador Cl-/H+ respectivamente. 
• Se lograron construir vectores de expresión en levaduras que contienen los dos 
genes de L braziliensis con los que se trabajó, para esto se insertaron los genes 
en el vector de expresión en levaduras pRS416_Met25 mediante amplificación por 
PCR haciendo una primera clonación en el vector pGEMT-Easy. 
• Se lograron hacer transformaciones exitosas en las levaduras y con estas cepas 
se hicieron los ensayos de crecimiento. 
• Ninguno de los dos genes de L. braziliensis con los que se trabajó puede 
complementar funcionalmente la cepa knock out Δgef1 de S. cerevisiae como se 
mostró después de hacer ensayos de crecimiento en 3 medios diferentes que, 
según la literatura, impiden el crecimiento de la cepa knock out Δgef1 de S. 
cerevisiae. 
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Perspectivas 
 
Metodología 
 
Como perspectivas de este trabajo se dio inicio al estudio de la expresión de los genes 
LbClCA y LbClCB de L. braziliensis y las proteínas codificadas por ellos en las cepas 
transformadas para lo cual se debió estandarizar protocolos de extracción de ácidos 
nucleicos y proteínas de levadura.  
 
Extracción de RNA total. Se utilizaron dos métodos para extraer RNA total, el primero 
utilizando el reactivo Trizol® (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 
hicieron ensayos partiendo de 3 ml y 15 ml de cultivo líquido incubado a 30°C y 200 rpm 
toda la noche. El segundo método fue usando el protocolo de Ausbel et al. (2002) para 
extracción de RNA total de S. cerevisiae partiendo de 15 ml de cultivo líquido incubado a 
30°C y 200 rpm toda la noche. La calidad del RNA se verificó mediante geles de agarosa 
con 1% V/V de blanqueador comercial, siguiendo el protocolo propuesto por Aranda et al. 
(2012). El método con el que se obtuvieron mejores resultados fue con el reactivo Trizol® 
(Invitrogen) partiendo de 15ml de cultivo líquido para cada cepa. 
 
Extracción de proteína total. Se utilizaron dos metodologías. Para la primera se siguió el 
protocolo sugerido por  Kushnirov. (2000). Se centrifugaron 300 a 1000 µl de cultivo 
líquido (5 min 2,000 rpm) y se resuspendieron en 200 µl 100 mM NaOH. Se incubó 10 
minutos a temperatura ambiente, durante la incubación se midió OD600  10 µl en 1 ml H2O 
(una OD final de 1 quiere decir que se debe resuspender en pellet en 1 ml en buffer de 
carga. Se centrifugó y se resuspendió en buffer de carga según se hubiera calculado. Se 
cargaron 25µl de muestra en cada pozo del gel de poliacrilamida. Para la segunda se 
utilizó el Yeast protein KitTM de Zymo Research. Los mejores resultados fueron obtenidos 
con el método propuesto por Kushnirov. (2000). 
 
Con el fin de tener material para estandarizar la PCR con los primers de genes 
constitutivos que se usarán como control positivo de la síntesis de cDNA se hizo 
extracción de DNA genómico  siguiendo dos protocolos. Primero el propuesto por Ausbel 
et al. (2002) para extracción de DNA cromosómico de S. cerevisiae. Se partió de 10 ml de 
cultivo líquido para cada una de las cepas. En la segunda metodología se utilizó el 
Yeastar Genomic DNA KitTM de Zymo Research, partiendo de 2 ml de cultivo para cada 
una de las cepas. Los mejores resultados se obtuvieron con el protocolo propuesto por 
Ausbel et al. (2002) 
 
Como alternativa para el estudio de la expresión de las proteínas se propuso clonar los 
genes  en el vector BFGIII que fue donado por el departamento de Bioquímica I de la 
Universidad de Göttingen a cargo de la profesora Blanche Swappach. A partir del mapa 
de este vector se diseñaron y sintetizaron primers que amplifican en su totalidad los genes 
LbClCA, LbClCB y gef1 añadiendo sitios de corte para las enzimas de restricción 
seleccionadas (tabla 4). Las PCR con estos primers se optimizó realizando rampas de 
temperatura entre 65 - 78°C para los genes LbClCA, LbClCB y entre 55 - 68°C para gef1. 
Los productos de la PCR se corrieron en geles de agarosa. El programa utilizado fue: 
desnaturalización inicial 95°C por 1:30min. 25 ciclos de desnaturalización 95°C 30seg, 
anillamiento según la rampa de temperatura 30seg, elongación 68°C 1:30 min. 
Elonganción final 72°C 5:00 min. Las concentraciones de los reactivos se hicieron según 
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recomendado por el protocolo de la taq utilizada. El programa utilizado fue: 
desnaturalización inicial 95°C por 1:30min. 25 ciclos de desnaturalización 95°C 30seg, 
anillamiento según la rampa de temperatura 30seg, elongación 68°C 1:30 min. 
Elonganción final 72°C 5:00 min. Las concentraciones de los reactivos se hicieron según 
recomendado por el protocolo de la taq utilizada. 
 
Resultados y discusión 
 
A futuro se debe responder si los genes LbClCA y LbClCB y las proteínas codificadas por 
estos genes están siendo expresados en las cepas transformadas con los vectores 
p416+LbClCA y p416+LbClCB y, si se expresan en la membrana del Aparato de Golgi 
donde se espera lleven a cabo su función. Para contestar la primera pregunta se diseñó 
un ensayo para verificar que las cepas transformadas expresaran los genes de L. 
braziliensis. Para esto se hizo una PCR de colonia de levaduras utilizando primers 
diseñados y verificados previamente en el laboratorio (Lozano et al 2009). Para cada uno 
de los genes hay un par de primers que amplifica el gen completo y un par de primers que 
amplifica un fragmento del gen (ANEXO 4). El producto de esta PCR se separó por 
electroforesis en gel de agarosa (Figura 17).   
 
 
                                    
Figura 17: Gel de agarosa 1%, TAE1X. PCR de colonia de levadura. 1: Cepa transformada con el gen LbClCA 
amplificada con los primers de producto parcial (950pb). 2: Cepa transformada con el gen LbClCB amplificada 
con los primers de producto parcial (1104 pb). 3. Cepa transformada con el gen LbClCA amplificada con los 
primers de producto total (2304pb). 4: Cepa transformada con el gen LbClCB amplificada con los primers de 
producto total (2652pb). 5: marcador de peso molecular. 
 
La figura 17 muestra que hay amplificación del gen LbClCA con los dos pares de primers 
y del gen LbClCB solo con el par de primers que amplifica un fragmento. A partir de los 
resultados se puede concluir que los dos genes de L. braziliensis se encuentran dentro de 
las cepas transformadas. Por tanto a partir de aquí corresponde verificar si se transcriben 
y, si expresan las proteínas de interés. 
 
Para determinar si los genes de L. braziliensis están siendo transcritos en las cepas 
transformadas es necesario hacer un estudio de expresión mediante RT-PCR. Como paso 
inicial se buscó optimizar la extracción de ácidos nucleicos para este modelo en nuestro 
laboratorio. Para la extracción de RNA se compararon dos métodos. El primero siguiendo 
el protocolo reportado en Ausbel et al, (2002) y el segundo utilizando el reactivo Trizol® 
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En ambos casos se hizo extracción 
de las siguientes cepas: cepa silvestre, cepa knock out, cepa transformada con el vector 
p416 vacío, cepa transformada con el vector p416+gef1, cepa transformada con el vector 
p416+LbClCA, cepa transformada con el vector p416+LbClCB. El producto de las 
   1            2            3             4            5   
2500pb 
1000pb 
LbClCA       LbClCB        LbClCA       LbClCB     MPM    
Corto          Corto           Completo     Completo 
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extracciones fue separado por electroforesis en un gel de agarosa al que se le añadió 1% 
V/V de blanqueador comercial (Aranda et al 2012). No se obtuvo ninguna banda al hacer 
la extracción con el protocolo de Ausbel et al 2002 (resultados no mostrados).  
 
Los resultados de la extracción de RNA con Trizol® se muestran en la figura 18, donde se 
observa que en todas las cepas excepto la knock out Δgef1 están las dos bandas 
características del RNA total de levaduras. Dado que las bandas se ven nítidas y no como 
un barrido se puede concluir que el RNA no está degradado. Con este RNA total se 
utilizaron los primers diseñados por Testle et al. 2009 para amplificar el gen ALG9 de S. 
cerevisiae (Tabla 6), que es un gen constitutivo ampliamente utilizado como control 
positivo en estudios de expresión génica mediante RT-PCR en este organismo. Como 
para estandarizar la PCR con estos primers es necesario tener DNA genómico de las 
cepas de levadura se hizo extracción de DNA genómico de las cepas silvestre y knock out 
utilizando dos aproximaciones experimentales. La primera siguiendo el protocolo de 
Ausbel et al 2002 y la segunda utilizando Yeastar Genomic DNA KitTM de Zymo Research. 
El DNA se separó por electroforesis en gel de agarosa.  
 
 
 
 
Figura 18: Gel de agarosa 1% TAE 1X + 1% V/V de blanqueador comercial. Extracción de RNA total de 
levaduras utilizando Trizol
®
 (Invitrogen), partiendo de 15ml de cultivo líquido incubado a 30°C 200rpm toda la 
noche. En cada pozo se inocularon 3µl de una elución final de 15µl. 
 
Nombre Referencia Secuencia T°m Nucleotidos 
Gen constitutivo de 
levadura corto Fw 
ALG9 Fw CACGGATAGTGGCTTTGGTGAACAATTAC 66 29 
Gen constitutivo de 
levadura Rv 
ALG9 Rv CCCAAGTTCTTTCCTGCTGCCAGATAATCATA 67,2 32 
Tabla 6: Primers para la amplificación del gen ALG9, según Testle et al. 2009. 
 
 
WT          Δgef1             +gef1        vacío      +LbclcA   +LbClCB     MPM 
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Figura 19. Gel de agarosa 1%, TAE 1X. Extracción de DNA genómico de levaduras según el protocolo de 
Ausbel et al 2002 partiendo de 10 ml de cultivo líquido para cada cepa. En cada pozo se sembraron 3µl de 
una elución final de 20µl. 
 
El DNA obtenido con el protocolo de Ausbel et al 2002 se muestra en la figura 19. Para 
ambas cepas se ve una banda de alto peso molecular, lo cual indica presencia de DNA 
genómico. No se observaron bandas en el gel donde se separó DNA extraído con 
YeaStar Genomic DNA KitTM (no se muestran los resultados). Por tanto, se concluye que 
el mejor de los dos métodos de extracción de DNA genómico de S. cerevisiae es el 
propuesto por Ausbel et al 2002.  
 
 
Para determinar si hay expresión o no de la proteína se decidió realizar ensayos de 
western blot que requieren extractos de proteína de buena calidad y anticuerpos 
específicos. Para el primer requisito se inició la estandarización de la extracción de 
proteína total a partir de cultivo de S. cerevisiae. Se utilizaron dos protocolos diferentes, el 
primero propuesto por Kushnirov (2000) y el segundo, el Yeast Protein KitTM de Zymo 
Research y se compararon. Los extractos obtenidos se separaron por electroforesis en un 
gel de poliacrilamida/bisacrilamida 10% en condiciones denaturantes. 
  
Silvestre Knock out 
     10000 pb 
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Figura 20: SDS-PAGE 10%. Extractos de proteína total de levadura obtenidos según el protocolo propuesto 
por Kushnirov, 2000 (A) y Yeast Protein Kit de Zymo Research (B).  
 
En la figura 20 se observa bandaje claro y similar en todos los extractos producto de las 
extracciones realizadas siguiendo el protocolo de Kushnirov (2000), mientras que los 
productos de la extracción realizada con el Yeast Protein KitTM muestran un barrido y muy 
pocas bandas. Por lo tanto, se escogió el protocolo de Kushnirov, (2000) para ensayos a 
futuro. 
 
El segundo requisito para hacer los ensayos de western blot son anticuerpos específicos 
contra proteínas codificadas por los genes LbClCA y LbCLCB de L. braziliensis y la 
proteína Gef1 de S. cerevisiae. Puesto que no existe ningún anticuerpo específico para 
las proteínas codificadas por los genes LbClCA y LbClCB de L.  braziliensis, y éstas 
presentan homología con los canales ClC de humano, se han utilizado anticuerpos 
comerciales contra los canales ClC 3-4-5 y contra el canal ClC 6 de humanos en estudios 
anteriores realizados con extractos de L. braziliensis (Lozano et al 2011, Quintero 2014). 
Se ha podido determinar que estos anticuerpos reconocen proteínas de peso similar al de 
las proteínas que serían codificadas por los genes LbClCA y LbClCB, pero no se tiene 
certeza de que éstas sean las proteínas que están siendo reconocidas. Más aún en el 
momento no se tiene acceso a un anticuerpo específico para Gef1. Por estas razones se 
propuso una estrategia experimental alternativa para poder hacer estudios de expresión 
de las tres proteínas. 
 
Esta estrategia consiste en añadir un tag inmunológico a las proteínas de interés que sea 
reconocido por un anticuerpo comercial. El vector de expresión BFGIII (Figura 21) tiene 
dos epítopes HA que se insertan en el extremo amino-terminal de la proteína codificada 
por el gen que se clone en el vector. Esto permite identificar la presencia de la proteína 
quimera a partir de extractos proteicos de la levadura utilizando un anticuerpo comercial 
anti-HA.  
 
MPM     WT         KO       Gef1     Vacío LbClCA    LbClCB  WT         KO       Gef1     Vacío LbClCA    LbClCB   MPM A  B  
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Figura 21: mapa del vector de expresión en levaduras BFGIII que añade dos epitopes HA en el extremo 
amino-terminal de la proteína codificada por el gen insertado. 
 
Para insertar los genes de interés en el vector se diseñaron 3 pares de primers, un par 
para cada gen (tabla 7), que amplifican el gen completo y mantienen el marco de lectura. 
Además, añaden sitios de corte para enzimas de restricción presentes en el polilinker del 
vector BFGIII por lo que permiten la inserción del gen en el vector. 
 
Nombre Sitio de corte Sequencia Tm (°C) 
GEF1 Fw BamHI BamHI GGATCCATGCCAACAACTTATGTGCCAATAA 60,9 
GEF1 Rv XhoI XhoI CTC GAG TCA TAT AAC GTT ACC ATT TCG ATT AGT GGT 60,2 
LbClCa Fw XbaI XbaI CGGTCTAGACATGACGGAAGCAGGCGGCAGT 68 
LbClCa Rv XhoI XhoI GCGCTCGAGTCACCTTCTCCACTCGGTGTCC 68,4 
LbClCb Fw BamHI BamHI ATTGGATCCGGTATGAGTGCACGGTACG 63,4 
LbClCb Rv XhoI XhoI CGACTCGAGTTCAGCGGTGGTGGGCAGT 68,6 
Tabla 7: primers diseñados para insertar los dos genes de L. braziliensis y el gen gef1 de S. cerevisiae dentro 
del vector BFGIII. 
 
Se hizo una rampa de temperatura con cada uno de los genes para establecer las 
condiciones óptimas de la PCR. Los productos de estos se separaron por electroforesis 
gel de agarosa (Figura 22). Para todos los genes se ve una banda del tamaño esperado 
en todas las temperaturas. A partir de este gradiente se decidió que al amplificar los 
genes LbClCA y LbClCB con los primers mencionados en la tabla 5 se utilizará una 
temperatura de anillamiento de 69°C y al amplificar el gen gef1 con el par de primers de la 
tabla 5 se utilizará una temperatura de anillamiento de 63°C. 
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Figura 22: Geles de agarosa 1%-TAE1X. Rampas de temperatura para optimizar la PCR de los primers para 
insertar los genes en el vector BFGIII. A: LbClCA. 1: 78,0°C 2: 77,3°C 3: 75,9°C 4: 73,3°C 5: 70,2°C 6: 67,6°C 
7: 65,9°C 8: 65,0°C. B: LbClCB. 1: 78,0°C 2: 77,3°C 3: 75,9°C 4: 73,3°C 5: 70,2°C 6: 67,6°C 7: 65,9°C 8: 
65,0°C. C: gef1. 1: 68,0°C 2: 67,3°C 3: 65,9°C 4: 63,3°C 5: 60,2°C 6: 57,6°C 7: 55,9°C 8: 55,0°C. 
 
A 
B 
C 
2500 Pb 
2500 Pb 
2500 Pb 
  1          2          3           4           5            6           7          8 
  1          2         3          4            5            6            7           8 
  1          2         3           4            5             6          7             8 
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Teniendo optimizada la PCR ahora queda pendiente realizar la clonación de los genes en 
el vector BFGIII. Este trabajo se realizará de manera simultánea a las pruebas con los 
anti-ClC-3-4-5 y anti ClC-6.  
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Comentario final 
 
A lo largo de este trabajo se hizo un estudio bioinformático de los transportadores 
aniónicos de L. braziliensis con el fin de establecer cuáles de estos genes tenían más 
posibilidad de complementar la cepa knock out Δgef1 de Saccharomyces cerevisiae. Se 
escogieron el gen LbClCB que presenta los tres aminoácidos propios de los co-
transportadores H+/Cl- de la familia ClC y LbClCA que es el más cercano al gen gef1 entre 
los genes de L. braziliensis según el árbol de neigbor joining. Los dos genes fueron 
clonados en el vector pGEMTEasy y luego subclonados en el vector p416. Los vectores 
que contienen los genes de L. braziliensis fueron transformados con éxito en la cepa 
knock out Δgef1 y se hicieron ensayos de crecimiento en distintos medios de cultivo con 
las cepas transformadas. Los resultados obtenidos muestran que ninguno de los dos 
genes evaluados en este estudio puede complementar la cepa Δgef1. Se comenzaron a 
hacer ensayos de expresión con el fin de saber a qué se debe la no complementación. 
Como perspectivas de este trabajo se propone terminar los ensayos de expresión con los 
genes LbClCA y LbClCB, así como hacer estudios de complementación con el gen 
LbClCC y con el gen LbClCD una vez se logre clonar. 
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Anexos 
 
ANEXO 1 SECUENCIAS DE PROTEÍNAS CLC UTILIZADAS PARA DESAROLLAR EL 
PRIMER OBJETIVO ESPECÍFICO. 
  
>HsCLC1 Homo sapiens  
MEQSRSQQRGGEQSWWGSDPQYQYMPFEHCTSYGLPSENGGLQHRLRKDAGPRHNVHPTQIYGHHKEQFSDREQDIGMPKKTGSSSTVDSKDEDHYSKCQDCIHR
LGQVVRRKLGEDGIFLVLLGLLMALVSWSMDYVSAKSLQAYKWSYAQMQPSLPLQFLVWVTFPLVLILFSALFCHLISPQAVGSGIPEMKTILRGVVLKEYLTMK
AFVAKVVALTAGLGSGIPVGKEGPFVHIASICAAVLSKFMSVFCGVYEQPYYYSDILTVGCAVGVGCCFGTPLGGVLFSIEVTSTYFAVRNYWRGFFAATFSAFV
FRVLAVWNKDAVTITALFRTNFRMDFPFDLKELPAFAAIGICCGLLGAVFVYLHRQVMLGVRKHKALSQFLAKHRLLYPGIVTFVIASFTFPPGMGQFMAGELMP
REAISTLFDNNTWVKHAGDPESLGQSAVWIHPRVNVVIIIFLFFVMKFWMSIVATTMPIPCGGFMPVFVLGAAFGRLVGEIMAMLFPDGILFDDIIYKILPGGYA
VIGAAALTGAVSHTVSTAVICFELTGQIAHILPMMVAVILANMVAQSLQPSLYDSIIQVKKLPYLPDLGWNQLSKYTIFVEDIMVRDVKFVSASYTYGELRTLLQ
TTTVKTLPLVDSKDSMILLGSVERSELQALLQRHLCPERRLRAAQEMARKLSELPYDGKARLAGEGLPGAPPGRPESFAFVDEDEDEDLSGKSELPPSLALHPST
TAPLSPEEPNGPLPGHKQQPEAPEPAGQRPSIFQSLLHCLLGRARPTKKKTTQDSTDLVDNMSPEEIEAWEQEQLSQPVCFDSCCIDQSPFQLVEQTTLHKTHTL
FSLLGLHLAYVTSMGKLRGVLALEELQKAIEGHTKSGVQLRPPLASFRNTTSTRKSTGAPPSSAENWNLPEDRPGATGTGDVIAASPETPVPSPSPEPPLSLAPG
KVEGELEELELVESPGLEEELADILQGPSLRSTDEEDEDELIL 
 
>HsClC2 Homo sapiens  
MAAAAAEEGMEPRALQYEQTLMYGRYTQDLGAFAKEEAARIRLGGPEPWKGPPSSRAAPELLEYGRSRCARCRVCSVRCHKFLVSRVGEDWIFLVLLGLLMALVS
WVMDYAIAACLQAQQWMSRGLNTSILLQYLAWVTYPVVLITFSAGFTQILAPQAVGSGIPEMKTILRGVVLKEYLTLKTFIAKVIGLTCALGSGMPLGKEGPFVH
IASMCAALLSKFLSLFGGIYENESRNTEMLAAACAVGVGCCFAAPIGGVLFSIEVTSTFFAVRNYWRGFFAATFSAFIFRVLAVWNRDEETITALFKTRFRLDFP
FDLQELPAFAVIGIASGFGGALFVYLNRKIVQVMRKQKTINRFLMRKRLLFPALVTLLISTLTFPPGFGQFMAGQLSQKETLVTLFDNRTWVRQGLVEELEPPST
SQAWNPPRANVFLTLVIFILMKFWMSALATTIPVPCGAFMPVFVIGAAFGRLVGESMAAWFPDGIHTDSSTYRIVPGGYAVVGAAALAGAVTHTVSTAVIVFELT
GQIAHILPVMIAVILANAVAQSLQPSLYDSIIRIKKLPYLPELGWGRHQQYRVRVEDIMVRDVPHVALSCTFRDLRLALHRTKGRMLALVESPESMILLGSIERS
QVVALLGAQLSPARRRQHMQERRATQTSPLSDQEGPPTPEASVCFQVNTEDSAFPAARGETHKPLKPALKRGPSVTRNLGESPTGSAESAGIALRSLFCGSPPPE
AASEKLESCEKRKLKRVRISLASDADLEGEMSPEEILEWEEQQLDEPVNFSDCKIDPAPFQLVERTSLHKTHTIFSLLGVDHAYVTSIGRLIGIVTLKELRKAIE
GSVTAQGVKVRPPLASFRDSATSSSDTETTEVHALWGPHSRHGLPREGSPSDSDDKCQ 
 
>HsClC3 Homo sapiens 
MESEQLFHRGYYRNSYNSITSASSDEELLDGAGVIMDFQTSEDDNLLDGDTAVGTHYTMTNGGSINSSTHLLDLLDEPIPGVGTYDDFHTIDWVREKCKDRERHR
RINSKKKESAWEMTKSLYDAWSGWLVVTLTGLASGALAGLIDIAADWMTDLKEGICLSALWYNHEQCCWGSNETTFEERDKCPQWKTWAELIIGQAEGPGSYIMN
YIMYIFWALSFAFLAVSLVKVFAPYACGSGIPEIKTILSGFIIRGYLGKWTLMIKTITLVLAVASGLSLGKEGPLVHVACCCGNIFSYLFPKYSTNEAKKREVLS
AASAAGVSVAFGAPIGGVLFSLEEVSYYFPLKTLWRSFFAALVAAFVLRSINPFGNSRLVLFYVEYHTPWYLFELFPFILLGVFGGLWGAFFIRANIAWCRRRKS
TKFGKYPVLEVIIVAAITAVIAFPNPYTRLNTSELIKELFTDCGPLESSSLCDYRNDMNASKIVDDIPDRPAGIGVYSAIWQLCLALIFKIIMTVFTFGIKVPSG
LFIPSMAIGAIAGRIVGIAVEQLAYYHHDWFIFKEWCEVGADCITPGLYAMVGAAACLGGVTRMTVSLVVIVFELTGGLEYIVPLMAAVMTSKWVGDAFGREGIY
EAHIRLNGYPFLDAKEEFTHTTLAADVMRPRRNDPPLAVLTQDNMTVDDIENMINETSYNGFPVIMSKESQRLVGFALRRDLTIAIESARKKQEGIVGSSRVCFA
QHTPSLPAESPRPLKLRSILDMSPFTVTDHTPMEIVVDIFRKLGLRQCLVTHNGRLLGIITKKDILRHMAQTANQDPASIMFN 
 
>HsClC4 Homo sapiens 
MVNAGAMSGSGNLMDFLDEPFPDVGTYEDFHTIDWLREKSRDTDRHRKITSKSKESIWEFIKSLLDAWSGWVVMLLIGLLAGTLAGVIDLAVDWMTDLKEGVCLS
AFWYSHEQCCWTSNETTFEDRDKCPLWQKWSELLVNQSEGASAYILNYLMYILWALLFAFLAVSLVRVFAPYACGSGIPEIKTILSGFIIRGYLGKWTLLIKTVT
LVLVVSSGLSLGKEGPLVHVACCCGNFFSSLFSKYSKNEGKRREVLSAAAAAGVSVAFGAPIGGVLFSLEEVSYYFPLKTLWRSFFAALVAAFTLRSINPFGNSR
LVLFYVEYHTPWYMAELFPFILLGVFGGLWGTLFIRCNIAWCRRRKTTRLGKYPVLEVIVVTAITAIIAYPNPYTRQSTSELISELFNDCGALESSQLCDYINDP
NMTRPVDDIPDRPAGVGVYTAMWQLALALIFKIVVTIFTFGMKIPSGLFIPSMAVGAIAGRMVGIGVEQLAYHHHDWIIFRNWCRPGADCVTPGLYAMVGAAACL
GGVTRMTVSLVVIMFELTGGLEYIVPLMAAAVTSKWVADAFGKEGIYEAHIHLNGYPFLDVKDEFTHRTLATDVMRPRRGEPPLSVLTQDSMTVEDVETLIKETD
YNGFPVVVSRDSERLIGFAQRRELILAIKNARQRQEGIVSNSIMYFTEEPPELPANSPHPLKLRRILNLSPFTVTDHTPMETVVDIFRKLGLRQCLVTRSGRLLG
IITKKDVLRHMAQMANQDPESIMFN 
 
>HsClC5 Homo sapiens 
MDFLEEPIPGVGTYDDFNTIDWVREKSRDRDRHREITNKSKESTWALIHSVSDAFSGWLLMLLIGLLSGSLAGLIDISAHWMTDLKEGICTGGFWFNHEHCCWNS
EHVTFEERDKCPEWNSWSQLIISTDEGAFAYIVNYFMYVLWALLFAFLAVSLVKVFAPYACGSGIPEIKTILSGFIIRGYLGKWTLVIKTITLVLAVSSGLSLGK
EGPLVHVACCCGNILCHCFNKYRKNEAKRREVLSAAAAAGVSVAFGAPIGGVLFSLEEVSYYFPLKTLWRSFFAALVAAFTLRSINPFGNSRLVLFYVEFHTPWH
LFELVPFILLGIFGGLWGALFIRTNIAWCRKRKTTQLGKYPVIEVLVVTAITAILAFPNEYTRMSTSELISELFNDCGLLDSSKLCDYENRFNTSKGGELPDRPA
GVGVYSAMWQLALTLILKIVITIFTFGMKIPSGLFIPSMAVGAIAGRLLGVGMEQLAYYHQEWTVFNSWCSQGADCITPGLYAMVGAAACLGGVTRMTVSLVVIM
FELTGGLEYIVPLMAAAMTSKWVADALGREGIYDAHIRLNGYPFLEAKEEFAHKTLAMDVMKPRRNDPLLTVLTQDSMTVEDVETIISETTYSGFPVVVSRESQR
LVGFVLRRDLIISIENARKKQDGVVSTSIIYFTEHSPPLPPYTPPTLKLRNILDLSPFTVTDLTPMEIVVDIFRKLGLRQCLVTHNGRLLGIITKKDVLKHIAQM
ANQDPDSILFN 
 
>HsClC6 Homo sapiens 
MAGCRGSLCCCCRWCCCCGERETRTPEELTILGETQEEEDEILPRKDYESLDYDRCINDPYLEVLETMDNKKGRRYEAVKWMVVFAIGVCTGLVGLFVDFFVRLF
TQLKFGVVQTSVEECSQKGCLALSLLELLGFNLTFVFLASLLVLIEPVAAGSGIPEVKCYLNGVKVPGIVRLRTLLCKVLGVLFSVAGGLFVEKEGPMIHSGSVV
GAGLPQFQSISLRKIQFNFPYFRSDRDKRDFVSAGAAAGVAAAFGAPIGGTLFSLEEGSSFWNQGLTWKVLFCSMSATFTLNFFRSGIQFGSWGSFQLPGLLNFG
EFKCSDSDKKCHLWTAMDLGFFVVMGVIGGLLGATFNCLNKRLAKYRMRNVHPKPKLVRVLESLLVSLVTTVVVFVASMVLGECRQMSSSSQIGNDSFQLQVTED
VNSSIKTFFCPNDTYNDMATLFFNPQESAILQLFHQDGTFSPVTLALFFVLYFLLACWTYGISVPSGLFVPSLLCGAAFGRLVANVLKSYIGLGHIYSGTFALIG
AAAFLGGVVRMTISLTVILIESTNEITYGLPIMVTLMVAKWTGDFFNKGIYDIHVGLRGVPLLEWETEVEMDKLRASDIMEPNLTYVYPHTRIQSLVSILRTTVH
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HAFPVVTENRGNEKEFMKGNQLISNNIKFKKSSILTRAGEQRKRSQSMKSYPSSELRNMCDEHIASEEPAEKEDLLQQMLERRYTPYPNLYPDQSPSEDWTMEER
FRPLTFHGLILRSQLVTLLVRGVCYSESQSSASQPRLSYAEMAEDYPRYPDIHDLDLTLLNPRMIVDVTPYMNPSPFTVSPNTHVSQVFNLFRTMGLRHLPVVNA
VGEIVGIITRHNLTYEFLQARLRQHYQTI 
 
>HsClC7 Homo sapiens 
MANVSKKVSWSGRDRDDEEAAPLLRRTARPGGGTPLLNGAGPGAARQSPRSALFRVGHMSSVELDDELLDPDMDPPHPFPKEIPHNEKLLSLKYESLDYDNSENQ
LFLEEERRINHTAFRTVEIKRWVICALIGILTGLVACFIDIVVENLAGLKYRVIKGNIDKFTEKGGLSFSLLLWATLNAAFVLVGSVIVAFIEPVAAGSGIPQIK
CFLNGVKIPHVVRLKTLVIKVSGVILSVVGGLAVGKEGPMIHSGSVIAAGISQGRSTSLKRDFKIFEYFRRDTEKRDFVSAGAAAGVSAAFGAPVGGVLFSLEEG
ASFWNQFLTWRIFFASMISTFTLNFVLSIYHGNMWDLSSPGLINFGRFDSEKMAYTIHEIPVFIAMGVVGGVLGAVFNALNYWLTMFRIRYIHRPCLQVIEAVLV
AAVTATVAFVLIYSSRDCQPLQGGSMSYPLQLFCADGEYNSMAAAFFNTPEKSVVSLFHDPPGSYNPLTLGLFTLVYFFLACWTYGLTVSAGVFIPSLLIGAAWG
RLFGISLSYLTGAAIWADPGKYALMGAAAQLGGIVRMTLSLTVIMMEATSNVTYGFPIMLVLMTAKIVGDVFIEGLYDMHIQLQSVPFLHWEAPVTSHSLTAREV
MSTPVTCLRRREKVGVIVDVLSDTASNHNGFPVVEHADDTQPARLQGLILRSQLIVLLKHKVFVERSNLGLVQRRLRLKDFRDAYPRFPPIQSIHVSQDERECTM
DLSEFMNPSPYTVPQEASLPRVFKLFRALGLRHLVVVDNRNQVVGLVTRKDLARYRLGKRGLEELSLAQT 
 
 
>HsClCK1 Homo sapiens 
MEELVGLREGFSGDPVTLQELWGPCPHIRRAIQGGLEWLKQKVFRLGEDWYFLMTLGVLMALVSYAMNFAIGCVVRAHQWLYREIGDSHLLRYLSWTVYPVALVS
FSSGFSQSITPSSGGSGIPELKTMLAGVILEDYLDIKNFGAKVVGLSCTLATGSTLFLGKVGPFVHLSVMIAAYLGRVRTTTIGEPENKSKQNEMLVAAAAVGVA
TVFAAPFSGVLFSIEVMSSHFSVRDYWRGFFAATCGAFIFRLLAVFNSEQETITSLYKTSFRVDVPFDLPEIFFFVALGGICGVLSCAYLFCQRTFLSFIKTNRY
SSKLLATSKPVYSALATLLLASITYPPGVGHFLASRLSMKQHLDSLFDNHSWALMTQNSSPPWPEELDPQHLWWEWYHPRFTIFGTLAFFLVMKFWMLILATTIP
MPAGYFMPIFILGAAIGRLLGEALAVAFPEGIVTGGVTNPIMPGGYALAGAAAFSGAVTHTISTALLAFELTGQIVHALPVLMAVLAANAIAQSCQPSFYDGTII
VKKLPYLPRILGRNIGSHHVRVEHFMNHSITTLAKDTPLEEVVKVVTSTDVTEYPLVESTESQILVGIVQRAQLVQALQAEPPSRAPGHQQCLQDILARGCPTEP
VTLTLFSETTLHQAQNLFKLLNLQSLFVTSRGRAVGCVSWVEMKKAISNLTNPPAPK 
 
 
>HsClCK2 Homo sapiens 
MEEFVGLREGSSGNPVTLQELWGPCPRIRRGIRGGLEWLKQKLFRLGEDWYFLMTLGVLMALVSCAMDLAVESVVRAHQWLYREIGDSHLLRYLSWTVYPVALVS
FSSGFSQSITPSSGGSGIPEVKTMLAGVVLEDYLDIKNFGAKVVGLSCTLACGSTLFLGKVGPFVHLSVMMAAYLGRVRTTTIGEPENKSKQNEMLVAAAAVGVA
TVFAAPFSGVLFSIEVMSSHFSVWDYWRGFFAATCGAFMFRLLAVFNSEQETITSLYKTSFRVDVPFDLPEIFFFVALGGLCGILGSAYLFCQRIFFGFIRNNRF
SSKLLATSKPVYSALATLVLASITYPPSAGRFLASRLSMKQHLDSLFDNHSWALMTQNSSPPWPEELDPQHLWWEWYHPRFTIFGTLAFFLVMKFWMLILATTIP
MPAGYFMPIFVYGAAIGRLFGETLSFIFPEGIVAGGITNPIMPGGYALAGAAAFSGAVTHTISTALLAFEVTGQIVHALPVLMAVLAANAIAQSCQPSFYDGTVI
VKKLPYLPRILGRNIGSHRVRVEHFMNHSITTLAKDMPLEEVVKVVTSTDVAKYPLVESTESQILVGIVRRAQLVQALKAEPPSWAPGHQQCLQDILAAGCPTEP
VTLKLSPETSLHEAHNLFELLNLHSLFVTSRGRAVGCVSWVEMKKAISNLTNPPAPK 
 
>ScGef1 Saccharomyces cerevisiae 
MPTTYVPINQPIGDGEDVIDTNRFTNIPETQNFDQFVTIDKIAEENRPLSVDSDREFLNSKYRHYREVIWDRAKTFITLSSTAIVIGCIAGFLQVFTETLVNWKT
GHCQRNWLLNKSFCCNGVVNEVTSTSNLLLKRQEFECEAQGLWIAWKGHVSPFIIFMLLSVLFALISTLLVKYVAPMATGSGISEIKVWVSGFEYNKEFLGFLTL
VIKSVALPLAISSGLSVGKEGPSVHYATCCGYLLTKWLLRDTLTYSSQYEYITAASGAGVAVAFGAPIGGVLFGLEEIASANRFNSSTLWKSYYVALVAITTLKY
IDPFRNGRVILFNVTYDRDWKVQEIPIFIALGIFGGLYGKYISKWNINFIHFRKMYLSSWPVQEVLFLATLTALISYFNEFLKLDMTESMGILFHECVKNDNTST
FSHRLCQLDENTHAFEFLKIFTSLCFATVIRALLVVVSYGARVPAGIFVPSMAVGATFGRAVSLLVERFISGPSVITPGAYAFLGAAATLSGITNLTLTVVVIMF
ELTGAFMYIIPLMIVVAITRIILSTSGISGGIADQMIMVNGFPYLEDEQDEEEEETLEKYTAEQLMSSKLITINETIYLSELESLLYDSASEYSVHGFPITKDED
KFEKEKRCIGYVLKRHLASKIMMQSVNSTKAQTTLVYFNKSNEELGHRENCIGFKDIMNESPISVKKAVPVTLLFRMFKELGCKTIIVEESGILKGLVTAKDILR
FKRIKYREVHGAKFTYNEALDRRCWSVIHFIIKRFTTNRNGNVI 
 
 
>EcClCa Escherichia coli 
MKTDTPSLETPQAARLRRRQLIRQLLERDKTPLAILFMAAVVGTLVGLAAVAFDKGVAWLQNQRMGALVHTADNYPLLLTVAFLCSAVLAMFGYFLVRKYAPEAG
GSGIPEIEGALEDQRPVRWWRVLPVKFFGGLGTLGGGMVLGREGPTVQIGGNIGRMVLDIFRLKGDEARHTLLATGAAAGLAAAFNAPLAGILFIIEEMRPQFRY
TLISIKAVFIGVIMSTIMYRIFNHEVALIDVGKLSDAPLNTLWLYLILGIIFGIFGPIFNKWVLGMQDLLHRVHGGNITKWVLMGGAIGGLCGLLGFVAPATSGG
GFNLIPIATAGNFSMGMLVFIFVARVITTLLCFSSGAPGGIFAPMLALGTVLGTAFGMVAVELFPQYHLEAGTFAIAGMGALLAASIRAPLTGIILVLEMTDNYQ
LILPMIITGLGATLLAQFTGGKPLYSAILARTLAKQEAEQLARSKAASASENT 
 
 
>StClCa Salmonella typhimurium 
MKTDTSTFLAQQIVRLRRRDQIRRLMQRDKTPLAILFMAAVVGTLTGLVGVAFEKAVSWVQNMRIGALVQVADHAFLLWPLAFILSALLAMVGYFLVRKFAPEAG
GSGIPEIEGALEELRPVRWWRVLPVKFIGGMGTLGAGMVLGREGPTVQIGGNLGRMVLDVFRMRSAEARHTLLATGAAAGLSAAFNAPLAGILFIIEEMRPQFRY
NLISIKAVFTGVIMSSIVFRIFNGEAPIIEVGKLSDAPVNTLWLYLILGIIFGCVGPVFNSLVLRTQDMFQRFHGGEIKKWVLMGGAIGGLCGILGLIEPAAAGG
GFNLIPIAAAGNFSVGLLLFIFITRVVTTLLCFSSGAPGGIFAPMLALGTLLGTAFGMAAAVLFPQYHLEAGTFAIAGMGALMAASVRAPLTGIVLVLEMTDNYQ
LILPMIITCLGATLLAQFLGGKPLYSTILARTLAKQDAEQAEKNQNAPADENT 
 
>LmClCa Leishmania major 
MHSSLPMAEQTARAGGGGGGGAGNGADESITNLVVNVSEADWATIDCIRSHTEAAERAAMWRRHSATAAASSSYGDKWSVYSPEGEAFFAAMACGIVLGCLGVFS
DACAHWVSAFRSGICANFFWLGRNMCCVDCRECGEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDFVMYVSFSTMAAVTAAYLCKTYAPYASGGGIAEVKTIVSGHHVKRYLGGW
TLITKVVGMCFSTGSGLTVGKEGPFVHIGACVGGIISGALPSYQQEAKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALICGVTAVLLQSRV
DLWHTGRIVQFSVNYQHNWHFFELPMFAAIGCFGGFMGSTFSVVNLHVGRWRKKHLRQWRIVEVAVVAAVTGVVNFLTPYGSGSMLELLGDCFQDCTPSGTMEMC
EDSDLRAFFSLLVTATAKFAMFAYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRALQETYASSYIFTECYDQDLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTICLAIIMF
ELTGSLEYMVPVIVGILCAKAAGEAVGVKGTYEIGIEENKLPYLDPKKEFYLDFVAKDVYGNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTKMNVTGFPVVESLSDVTLLGYA
PVKKIVRALQVAAARNSDMNLNTYIRFKTKPSHSRDATFLEVDLTGILESCLLQVEPECSVKKLLYLFKSLGTHHIFVCRYSKFEGFISKKDFINFMRVKEREEN
MEDDELERERRERVQQGRHHEAATAAVDVAPVAARYN 
 
>LmClCb Leishmania major 
MQLSPDDFEGTVVGPPPHYRQSWLEWFWRALCETANPNTMHTEYLTPAELEKQASFESLDYYKPYPDMYVEYLRESQEGRRYQYTQGDAAAASPMTEMSGGISHE
ADSGSAGRTRYSVSYPLGSMAESFARLQMDTAERHVTLRWLLHVVIALSVGVVATVVSYAVDILEKYRAEVLYRIMTSQRHRSVGNLQGLLYTVVGSVVLVAIAA
GVVVYFEPAASGGGIPDVMAYLNGVHLRKAMNLRTFIAKAISCICAVAGGLPVGLEAPLIHLGAITGAGVTQGRSRTLGFQTSMFQAFRNNKDRRDFITAGAACG
VSVAFGAPIGGLLFVMEEVSSFWDQSSNGQIFLATMLCFTFSTIINSIVEGRRLLGWVSNAAAVLFEVNITIPLNLVSIIPSLFLGIIMGSLAAFFTKTNLILIK
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WRRRVLRPCQFRRLLEPVVIGAVFSTCMYVLSLVSPCAELHDIGTVNETVQQWGTEGGWRLFNNTCTKPKTYSPLGTLNMASGKNTIRHLFSRQTAGEFPVMTLI
VYFLIYFASACMASGTSVSGGLVVPSLVLGAVFGRLFGLLMFHIGVAKIPDVPRGYASADAWMDPGVFALIGAGAFLAGTSRMSMAICVIMVELSAELHYLLPVM
VAIVMSKTTADWLCEPLYHQMLLMDSVPYLPPNIVKPEFEQLTAADVMASEVVTLRMRERTEVVLAALRDSTHHAFPVVEAVPIDDGAADGDDVKAKSPRRESAS
AFALRKQDGTKRGSGEASAPPVTPAGAVAPRSATNTSTAASAATHVRYKFVGLVTREDLQVYFTLPQLQEYNESLSTTSPMTTVPLTAKDSDGFGGRLAPCVLAI
RHLSWTQWTWQKSRLFFRTSDRYEWVRTHMPDGIPGRTEVGAGNDSFISENRLPPVLDLSLIVNRSPWVIPPFFNLQMTYQTFRMMGLRHMVVVDGDTVAGMITR
KDLLVNSLRHRMKELSARLATADSAAPSLPPSYTKHGILGDQVQRSHSEGGRDEVDGGLPTRAGTRANSAAGPREFRDSASTNGRGAVSAWKSPLPNVFASAGGE
APTKPHGSFLQSTEAAGAPATPSASISSPLTTLFGSASSHSTVHGNGGPGFPTASMVAAAAYRTATSSPPHVIAHEPRSEAAAALSWNGSRGVAEADTRDSSVAN
VFANGHQTPATSPLPADVMSLFN 
 
 
>TbClCa Trypanozoma brucei 
MYTSMSIQGVVDEFWTAANPYSQCLEPTTEEEAERQARFESIDYYKPYPTMYMNHLRGGSVRARAPSSRNRYATTDPAHAAAVTVETPLTPGEEHLKNGVESNSV
QGACETPPEQTFDAVTTRKSHDRNEALRWVLHVFIAVTVGVVAIIVSYSVELIQDHREHLLVRLMNKGGFGWCTLALFIDLCTSIWFVMIAAGVVVYFEPGAAGG
GIPDVMAYLNGVHVPKVMTLRTFVVKSISCVCGVAGGLPVGLEAPLIHLGAIVGAGVTQGRSRALRCQTSLFQAFRNNKDRRDFITAGAACGVSAAFGAPIGGLL
FVMEEVSSFWDHSASGQIFLATMVCFSIISIFRSVIEDQRLLGWVSNAVSVLFEVNLSIPLNVYSIAPSFFLGIVCGLFAALFTKVNIVLIKYRRRCMRQSSIRR
FLEPVVAITLYSLLSYFFAMLSGCAPFQDMEDRGDVLVWGTENTTSLFTATCSENNTFSPLATLVLGSERDTIRHLFSRQTIWQYHPVQLLVLLLLYTIFACWSN
GMAISGGLVVPSLVIGAALGRLFGLFVCFVGMGNIGVERGYMASLAWMDPGLFALIGAGAFLAGITRMTMSICVIMMELSSELHYLLPTMVAIIIAKAVAGLIAE
PLYHQVLQLDSVPYLRACLMRPEFEQLTAADVMTSRVISLRQREKTSVVMQALQTTTHHAFPVVEAVRKKGAAVKGGEGVAPLPQLEEEMTELDNDDYTSYKFVG
LVTREDLRIYLSLPQLSKLPAAPGESRERNGTSSRQPTAGVVEVNNVSWREWIAHKSSLFLANGGSNWLEPASPVLESEDECRSGSAFVSSTERSSEYSQINDAC
FPPVLDISLIVNRSPWVIPPFFNLEMVYQTFRMMGLRHMVVVDGDTVVGIITRKDLLVRVLDRRFEELQRGPFTNGNCHDRVAQQHGQATVTAINSCP 
 
>TbClCb Trypanosoma brucei 
MSNKLLPSQPPQEADAGGWNRRNVLESLSTNAKDRATSAWFQELARTEEEGDAAFARARPPLFRRAQRTHVRSDEERRRMDNYESIDYSEPQSTVYKKRMAQWKK
EPRWLKWVMFIAVGICVGLWSVLLFQTLEYLERRKRGMLRTYLHETHGRGGTEAQTVGGGAGFPMRSTPSGVSWAVAGKCYIIYILWCAGFALLSSLCCLVMPTA
AGSGVPEVMAYLNGVMFPRVFNIRNLIVKTLSCIFVVSAGVPVGAEGPIIHIGSLIGAGLPTGRSRTLNCGATSLLSTFRNPRDMRSFISAGAACGVTSAFSAPI
GGLLFVMEEVATFFSVRLACMVFVSCLACMCVIQIVNSYMSGWHLLAQSPMTHGEFLPSAIAMFIVNNVPGNHVPLNVYTFIPTVVGSLALGLLAVLYTVSSVRF
LRWRRERLFPNTFLRVLEPCLFSLAYNTVCYVLPLAFGCIEIPPYVKDHKAEMKVELFTEFCADRENTFNPLATLALMGPYNSIRVLFSRHTTGLIPWYACLLQL
MLYTFSSSYAGGMFVSCGTVIPSLFIGAMGGRLVGTLFNNEVWADPGVLSLIGAASYFSGISRLSFSLIVIMMEMTADLTHITCLMVGVVFARALADRFCHSLYH
SLLDLKSVPFLEAQTGVHKFDMFCAKDIMTSPAVTLNTVESIAQVVEVLQSTQHNTFPVVAMAKMTYKGVISRSQLELLLWFMYFRETDGSDVIDSGRLSMLASN
VPCGGKNGESVGRVQTKATGIEVCESEGGSACGPFTDCNESIITQAGRSMDTIVPPETNVTDGPPRGPRSHATYADLNKVRECIFWRRLPPMPPVELLSKSTMRC
HVDLSPYVDLSTYYVRDVMCISRTYYIFRHLGLRLLPVVDRRHRVIGVITRTNLFGDRLQERLRDAEEAGRLAAVPRA 
 
 
>TcClCa Trypanosoma cruzi 
MAWKSRDNNMQQQQQQRQPGEFTGIVNAPTESDWATIDWVSSQHEANERRTAMYHRSHGSSITAHTRNALTQNEGFLAAFVTGLLLGILGVFCDACSHWVSAFRL
GICANFFWLGRNLCCVEQEECTGYYTWGEFFLGRGDRVAPFADFCFYVLISTFAAMIASFFCKVYAPYAAGGGINEVKTIVSGHHVRRYLGGLTLITKAIGMSFS
TGSGLVVGKEGPFVHIGACAGGIIASVFPSYRLEAKKRELITAGAAGGVAVAFGAPVGGVIFALEEISSFYNFKALMAALICGVTAVLFQSRIDLWHTGRIVQFS
VNYKHNWHFFQLPLFALLGVVGGFVGSLFNVVNIRIIRWRKLRFKMWRVTEVAVVAAITAVFNFVTPYSSGNLLELLGDAFQDCTPQSTIELCHDGNVQTLIYLL
IAATVKLLLCMYTMGTFLPSGILVPSLAIGALYGRAFGIMCRALQESYASYYIFSECYDQDLCVIPGMYAIVGAAAVLTGVTRMTICLAIIMFELTGSLDYLVPV
IIGILCAKAAAEAVGVEGTYELGIAENNLPFLDPKKECHVDAVAEDVYAQRQFTVLTAYGFTVGQLNQLLQEMDVSGFPVVNTLSDMTLMGYAPTKNIVRAIQVA
AAKDSRVHFDTAVRFSAAPSTNLREGQLEIDITSVVESPMLQVEPECPVSRMLYFFKSLGVRHIMVCRRSRFVGYISKKDFVKFLREAEREEHLRNM 
 
 
>TcClCb Trypanosoma cruzi 
MLRKLLDEFWRIANPFTQNSEDMTTEEMEKQASFESFDYYKPYPSMYMKHLRKHYAMRTRAAFAMDGTSTTTTNTTINNTVSPAVEELVVDNSDASHNNIDGASV
NVLSMVKKYDADERNEALRWILHVLIAISVGILATIISYTVEIVDDYRAAQLYKLITEHSVIGRIIGYVFSIAVSVALVVVATAVVVFFEPAAAGGGIPDVIAYL
NGVHVPHAMNFRTFVAKSISCMCAVAGGLPVGLEAPLIHLGAITGAGVTQGRSRTLGFQTKLFQAFRNNKDRRDFITAGAACGVSAAFGAPIGGLLFVMEEVSSF
WDHSASGQIFLATMICFTTISMIRSVLEDQRLLGWVSNAVSVLFEVNLTIPLNLLSIVPSFFLGIFCGAFAAVFTKVNLMLLKYRRRRLRPFVFCRFLEPLIIVL
LYGTLSYMLALVPDCRPMYEMNSKNGTFFWGTENRTRLFTATCAKADEYAPLATLTMGNGKDIIRHLLSRQTIGEFPAAYILLFLIIYTVFACLSSGMAVSGGLV
VPSLVIGAAFGRLYGQLIWFMAVSGNDSERSYRASQAWLDPGVFALIGAGAFFSGTSRMTMSICVIMVELSSELHYLLPVMVAIIMSKTVADLISEPLYQYMLRL
DSVPYLQAHLLRPGFEQLTAADVMASNVLTLRLREKTPVVLNALRNTTHHAFPVVEEVREEKTDEDSFREAETRGKRAKFREEEERRVRHKFVGLVTREDVQIYL
TLPALQIPNQTSDHSGVCSHGSNAELAPSVLAVNKMTWTEWLTHKTSLFFVFGGARWSEMWTKNNSKDGIAEDDQIHANENNSHNSSGDTPNPFFVDVRRLPPVL
DFSLIVNRSPWVIPPFFNLQMAYHTFRMMGLRHMVVVDGDAVVGIITRKDLLVDTLLRRLRGLQGESNGGNTQNTSLASPLLPFERNGGNDSPRSRTFHSSLAHS
SETDVPDLLFLESYPKSSGPPK 
 
 
>EhClCa Entamoeba histolytica 
METTHPLSSSPFTQDNTFELFEIDDLEDGNNDIDNVLVKIQTDPTQNSFLVHHENKYLKLIKRICLFQVFGYKGTLIHVVAFYLFLLGVVSAVIGVSMDITVEKL
QDLRLWLCSLVENSFYKVIIWVIYTIVLVTMAFLWTKFISPTANGSGVPEMKVTLLGNRIPNLLTFKTLIAKVIGLVFVLGGGMWAGKEGPFIHISSCIASQLTR
LPIFRFLRNSNELFMQMLSTATSCGVSSNFGTAIGGLLFSVEVTATYFSVRNYWFGTFSSVIAAFTFRAIFNTYSHSPSLYSGLLSIDYSFPSLQIKDSLISILL
GVICGLFAVLFVMSVSTIFKTRQYLRKYKLGRIPYLYLVIVALFTGVVTAPWYGELSPFGYPTYTTLSQMYTNSSVKPLFGKHYLFALFLLFIARFTITAMSISM
PVPVGLFSTNIVVGSVLGRFIGECFSVWGISNNLGPSGMAIIGGACFVGSITQTFSAAVIMIELIDDISILVPMLIATVITICFSRFFTVCVYDKIAIDKKLPYI
PDIQYSSNQTAEMVMDTNLVLISEYTNLVDLKEIVDQFQTLPDKILPVVNDLEHSVLLGQVKLSVLRKLLDAQIPEHVANKFLLDYSECPLHLLRHTPLSQIHML
FIAAEIDSAFVTSNGRLIGEINKKCLTEAINKQMKILF 
 
>EhClCb Entamoeba histolytica 
MEQNLPSISYNPSVDEEKETELEKLVTEESPVPEEFYEIDGDNSESSLVRISREPKKQVVQNEGTMAKIKKICLFQVFGFKGTLIHVVALYLFMLGLLGGLTGTT
MDICIDQISKLKNWLLLLFDASYYKIIIWILFTICGGTCAFLFTKYVSPTANGSGVPEMKVTLLGNHFPNFLTMRTLIAKVIGLIFAIGSGLWCGKVGPSIHICS
CIAAQLAHLPFFHFIRENKELFVHMLAIASGCGVASTFGCPIGGLLFSVEVTATYYPVRNYWFAIFTSVISAFTFRAVTNIYKGRDGLFTGVMAISYTFEPPGIK
EAIIALIIGIICGVFAILFTNATGTIFVTRAYLRKFYLGRIPYLYFIIFATLTGVVTAPWKNKYNGFGYSVNVTLGYLFGNKSIEPVFGPHYITVLAVYFVARFT
ITAFSISLPVPVGLFSTNVVVGAVLGRLIGEIINELGIYNNLGPGGIAIIGGACFVASITQTFSATVVILESIDNNQLLLPILLATVVTISLSRFFTEGIYDKIA
ISKKLPFIPDIQYSIHQTAEMVMDENMFPVSEFTTIEDLKDITEHYNTLKEKIIPVINSKEGGILLGQIKLSSIRKVLDSQLSNKLNGKFLLNYKECPLLLLRHT
PLSEVHMLFIAAQVESAFVTSNGRLVGEINKKCLNDAFNKQMKILF 
 
>TvClCa Trichomonas vaginalis 
MSESSSSSASQEEPVTVNTEHKDPELPPKSEAPAPPNDGNKFKKRKQYLTFLKKLFLPLIGVGLLCGILCGLITGLYQYLATLLTDQNIKIFEKIKKNKKFLPLA
FVVNIIIGIGLGYGLKYFSEVRGSGIPYIESVARGNLSLTWYYSLPAMFVISLVGIFTGLSIGSEGPSVYLGGCIGYALGKLIKMNQLHDMLLVAAGSSAGLAVA
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FDAPLSGLIFALEEVYRKFSTQVIVVSIICVSISQIISHLLFKPRALKIQFLEVEEFNIQTFGVSIFCGITGGVMGAIFNLLIRRARNLYKHAKFLPIQFYVILP
EIVDTVLCCFFPDGAYGGGDTLKKVLDNQMKTWEIAVCFFVRFASILFCFGSKISGGIFIPMLSVGGLWGGLIAKLMIKAGYDSTRFSYMAIMTMSSFFTGVVRA
PLTAVILPVEFTLQYTGWLGPSTAVAFAYIAVELMRIEPLYEKLMEALVEKRDEDDSINFEEFSFLVTLESMVCGLTVREVILPKGAMITHIIRDKTPLFPTEDT
QIIDGDEVYMTCESGQLDEVQNEMSKVF 
 
>TvClCb Trichomonas vaginalis 
MSENPEVSQVDDNVANDGNPIELPDSNVDIESQKEAIPQKTKKYKRRKQYFTFLKKLFLPLVAVGLATGVCCGGIIGTYQFLAELLVDKSKYLFSLVRKDLRWLP
LAFFIDILIGLGIGLALEWFSEIRGSGIPYIESVARGNLGLTWYISLPAMFVVSLSSLFSGLSLGSEGPSVYLGGCIGYGFAKLIKMNHIHDMLLVAAGSSAGLA
VAFDAPLSGLIFALEEVYRKFSTQIILVSVICVSVSQIITHLIFHPRIMLINDIANEKFNIITFLVAIFCGLSGGFMGALFNLGIRRARNLYKYAKFLPMKFYVI
IPEVLAVVLCTFFPDAGFGGATVLKKVLNNELKVWEIATCFAIRFISILICFGSKASGGIFIPMLSIGGLWGGLVAKLMVLAGYDSTRYTYMVLMVMSSFFTGVV
RAPLTAVILPVEFTMQFCGWLGPTTAVAWAYIIAEVMRIEPLYEKLMEALVEKRDEDELQDFEEFSFLVTLESMVCGLTVREVILPEGTLITHILRDKTPIFPTE
NTQIIDGDEVFFKCSSEEIESAEEQMSKLF 
 
>AtClCa Arabidopsis thaliana 
MDEDGNLQISNSNYNGEEEGEDPENNTLNQPLLKRHRTLSSTPLALVGAKVSHIESLDYEINENDLFKHDWRSRSKAQVFQYIFLKWTLACLVGLFTGLIATLIN
LAVENIAGYKLLAVGYYIAQDRFWTGLMVFTGANLGLTLVATVLVVYFAPTAAGPGIPEIKAYLNGIDTPNMFGFTTMMVKIVGSIGAVAAGLDLGKEGPLVHIG
SCIASLLGQGGPDNHRIKWRWLRYFNNDRDRRDLITCGSASGVCAAFRSPVGGVLFALEEVATWWRSALLWRTFFSTAVVVVVLRAFIEICNSGKCGLFGSGGLI
MFDVSHVEVRYHAADIIPVTLIGVFGGILGSLYNHLLHKVLRLYNLINQKGKIHKVLLSLGVSLFTSVCLFGLPFLAECKPCDPSIDEICPTNGRSGNFKQFNCP
NGYYNDLSTLLLTTNDDAVRNIFSSNTPNEFGMVSLWIFFGLYCILGLITFGIATPSGLFLPIILMGSAYGRMLGTAMGSYTNIDQGLYAVLGAASLMAGSMRMT
VSLCVIFLELTNNLLLLPITMFVLLIAKTVGDSFNLSIYEIILHLKGLPFLEANPEPWMRNLTVGELNDAKPPVVTLNGVEKVANIVDVLRNTTHNAFPVLDGAD
QNTGTELHGLILRAHLVKVLKKRWFLNEKRRTEEWEVREKFTPVELAEREDNFDDVAITSSEMQLYVDLHPLTNTTPYTVVQSMSVAKALVLFRSVGLRHLLVVP
KIQASGMSPVIGILTRQDLRAYNILQAFPHLDKHKSGKAR 
>AtClCb Arabidopsis thaliana  
MVEEDLNQIGGNSNYNGEGGDPESNTLNQPLVKANRTLSSTPLALVGAKVSHIESLDYEINENDLFKHDWRKRSKAQVLQYVFLKWTLACLVGLFTGLIATLINL
AVENIAGYKLLAVGHFLTQERYVTGLMVLVGANLGLTLVASVLCVCFAPTAAGPGIPEIKAYLNGVDTPNMFGATTMIVKIVGSIGAVAAGLDLGKEGPLVHIGS
CIASLLGQGGTDNHRIKWRWLRYFNNDRDRRDLITCGSAAGVCAAFRSPVGGVLFALEEVATWWRSALLWRTFFSTAVVVVVLREFIEICNSGKCGLFGKGGLIM
FDVSHVTYTYHVTDIIPVMLIGVIGGILGSLYNHLLHKVLRLYNLINEKGKIHKVLLSLTVSLFTSVCLYGLPFLAKCKPCDPSIDEICPTNGRSGNFKQFHCPK
GYYNDLATLLLTTNDDAVRNLFSSNTPNEFGMGSLWIFFVLYCILGLFTFGIATPSGLFLPIILMGAAYGRMLGAAMGSYTSIDQGLYAVLGAAALMAGSMRMTV
SLCVIFLELTNNLLLLPITMIVLLIAKTVGDSFNPSIYDIILHLKGLPFLEANPEPWMRNLTVGELGDAKPPVVTLQGVEKVSNIVDVLKNTTHNAFPVLDEAEV
PQVGLATGATELHGLILRAHLVKVLKKRWFLTEKRRTEEWEVREKFPWDELAEREDNFDDVAITSAEMEMYVDLHPLTNTTPYTVMENMSVAKALVLFRQVGLRH
LLIVPKIQASGMCPVVGILTRQDLRAYNILQAFPLLEKSKGGKTH 
 
>AtClCc Arabidopsis thaliana 
MDDRHEGDHHDIEVEGGALHGFERKISGILDDGSVGFRQPLLARNRKNTTSQIAIVGANTCPIESLDYEIFENDFFKQDWRSRKKIEILQYTFLKWALAFLIGLA
TGLVGFLNNLGVENIAGFKLLLIGNLMLKEKYFQAFFAFAGCNLILATAAASLCAFIAPAAAGSGIPEVKAYLNGIDAYSILAPSTLFVKIFGSIFGVAAGFVVG
KEGPMVHTGACIANLLGQGGSKKYRLTWKWLRFFKNDRDRRDLITCGAAAGVAAAFRAPVGGVLFALEEAASWWRNALLWRTFFTTAVVAVVLRSLIEFCRSGRC
GLFGKGGLIMFDVNSGPVLYSTPDLLAIVFLGVIGGVLGSLYNYLVDKVLRTYSIINEKGPRFKIMLVMAVSILSSCCAFGLPWLSQCTPCPIGIEEGKCPSVGR
SSIYKSFQCPPNHYNDLSSLLLNTNDDAIRNLFTSRSENEFHISTLAIFFVAVYCLGIITYGIAIPSGLFIPVILAGASYGRLVGRLLGPVSQLDVGLFSLLGAA
SFLGGTMRMTVSLCVILLELTNNLLMLPLVMLVLLISKTVADCFNRGVYDQIVTMKGLPYMEDHAEPYMRNLVAKDVVSGALISFSRVEKVGVIWQALKMTRHNG
FPVIDEPPFTEASELCGIALRSHLLVLLQGKKFSKQRTTFGSQILRSCKARDFGKAGLGKGLKIEDLDLSEEEMEMYVDLHPITNTSPYTVLETLSLAKAAILFR
QLGLRHLCVVPKTPGRPPIVGILTRHDFMPEHVLGLYPHIDPLK 
>AtClCd Arabidopsis thaliana 
MLSNHLQNGIESDNLLWSRVPESDDTSTDDITLLNSHRDGDGGVNSLDYEVIENYAYREEQAHRGKLYVGYYVAVKWFFSLLIGIGTGLAAVFINLSVENFAGWK
FALTFAIIQKSYFAGFIVYLLINLVLVFSSAYIITQFAPAAAGSGIPEIKGYLNGIDIPGTLLFRTLIGKIFGSIGSVGGGLALGKEGPLVHTGACIASLLGQGG
STKYHLNSRWPQLFKSDRDRRDLVTCGCAAGVAAAFRAPVGGVLFALEEVTSWWRSQLMWRVFFTSAIVAVVVRTAMGWCKSGICGHFGGGGFIIWDVSDGQDDY
YFKELLPMAVIGVIGGLLGALFNQLTLYMTSWRRNSLHKKGNRVKIIEACIISCITSAISFGLPLLRKCSPCPESVPDSGIECPRPPGMYGNYVNFFCKTDNEYN
DLATIFFNTQDDAIRNLFSAKTMREFSAQSLLTFLAMFYTLAVVTFGTAVPAGQFVPGIMIGSTYGRLVGMFVVRFYKKLNIEEGTYALLGAASFLGGSMRMTVS
LCVIMVEITNNLKLLPLIMLVLLISKAVGDAFNEGLYEVQARLKGIPLLESRPKYHMRQMIAKEACQSQKVISLPRVIRVADVASILGSNKHNGFPVIDHTRSGE
TLVIGLVLRSHLLVLLQSKVDFQHSPLPCDPSARNIRHSFSEFAKPVSSKGLCIEDIHLTSDDLEMYIDLAPFLNPSPYVVPEDMSLTKVYNLFRQLGLRHLFVV
PRPSRVIGLITRKDLLIEENGESSAVELQQSTSRSVQ 
>AtClCe Arabidopsis thaliana 
MLSNHLQNGIESDNLLWSRVPESDDTSTDDITLLNSHRDGDGGVNSLDYEVIENYAYREEQAHRGKLYVGYYVAVKWFFSLLIGIGTGLAAVFINLSVENFAGWK
FALTFAIIQKSYFAGFIVYLLINLVLVFSSAYIITQFAPAAAGSGIPEIKGYLNGIDIPGTLLFRTLIGKIFGSIGSVGGGLALGKEGPLVHTGACIASLLGQGG
STKYHLNSRWPQLFKSDRDRRDLVTCGCAAGVAAAFRAPVGGVLFALEEVTSWWRSQLMWRVFFTSAIVAVVVRTAMGWCKSGICGHFGGGGFIIWDVSDGQDDY
YFKELLPMAVIGVIGGLLGALFNQLTLYMTSWRRNSLHKKGNRVKIIEACIISCITSAISFGLPLLRKCSPCPESVPDSGIECPRPPGMYGNYVNFFCKTDNEYN
DLATIFFNTQDDAIRNLFSAKTMREFSAQSLLTFLAMFYTLAVVTFGTAVPAGQFVPGIMIGSTYGRLVGMFVVRFYKKLNIEEGTYALLGAASFLGGSMRMTVS
LCVIMVEITNNLKLLPLIMLVLLISKAVGDAFNEGLYEVQARLKGIPLLESRPKYHMRQMIAKEACQSQKVISLPRVIRVADVASILGSNKHNGFPVIDHTRSGE
TLVIGLVLRSHLLVLLQSKVDFQHSPLPCDPSARNIRHSFSEFAKPVSSKGLCIEDIHLTSDDLEMYIDLAPFLNPSPYVVPEDMSLTKVYNLFRQLGLRHLFVV
PRPSRVIGLITRKDLLIEENGESSAVELQQSTSRSVQ 
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>AtClCf Arabidopsis thaliana 
MSSGGAGEYNEDRHLLRSTDGDEVGIGGGEGDLDVESQSPAIRSGAGGVRDLFKHIDRRFSLSGRRLSFKRMENIRVDRERHNPSSSSAFSAAGEEDGGGISNLH
SVDDRNDEYGFDEEVLGDSAPPEWALLLIGCLIGVAAGICVAGFNKGVHVIHEWAWAGTPNEGAAWLRLQRLADTWHRILLIPVTGGVIVGMMHGLLEILDQIRQ
SNSSQRQGLDFLAGIYPVIKAIQAAVTLGTGCSLGPEGPSVDIGKSCANGFALMMENNRERRIALTAAGAASGIASGFNAAVAGCFFAIETVLRPLRAENSPPFT
TAMIILASVISSTVSNALLGTQSAFTVPSYDLKSAAELPLYLILGMLCGAVSVVFSRLVTWFTKSFDFIKDKFGLPAIVCPALGGLGAGIIALKYPGILYWGFTN
VEEILHTGKSASAPGIWLLAQLAAAKVVATALCKGSGLVGGLYAPSLMIGAAVGAVFGGSAAEIINRAIPGNAAVAQPQAYALVGMAATLASMCSVPLTSVLLLF
ELTKDYRILLPLMGAVGLAIWVPSVANQGKESDSSEGRSTGRGYSSLSPSERKTEGVWRHTDNADSLELTVIENPDHNSFLDEETILEDLKVMRVMSKNYVKVSS
GTTLREARNILKESHQNCIMVVDDDDFLAGILTHGDIRRYLSNNASTILDENTCPVSSVCTKKISYRGQERGLLTCYPDATVGVAKELMEARGVKQLPVVKRGEV
IHKGKRRKLLGLLHYDSIWTFLRDEMSRRRSINDRRKDKEVGTNGH 
>TmClC0 Torpedo marmorata 
MSHEKNEASGYPEAQSWKSQEAMLGARTEVSRWRAVKNCLYRHLVKVLGEDWIFLLLLGALMALVSWAMDFIGSRGLRFYKYLFALVEGNIGLQYLVWVCYPLAL
ILFSSLFCQIVSPQAVGSGIPELKTIIRGAVLHEYLTLRTFVAKTVGLTVALSAGFPLGKEGPFVHIASICATLLNQLLCFISGRREEPYYLRADILTVGCALGI
SCCFGTPLAGVLFSIEVTCSHFGVRSYWRGFLGGAFSAFIFRVLSVWVKDTVTLTALFKTNFRGDIPFDLQEMPAFAIIGIASGFFGALFVYLNRQIIVFMRKKN
FVTKILKKQRLIYPAVVTFVLATLRFPPGVGQFFGAGLMPRETINSLFDNYTWTKTIDPRGLGNSAQWFIPHLNIFIVMALYFVMHFWMAALAVTMPVPCGAFVP
VFNLGAVLGRFVGELMALLFPDGLVSNGNLYHILPGEYAVIGAAAMTGAVTHAVSTAVICFELTGQISHVLPMMVAVILANMVAQGLQPSLYDSIIQIKKLPYLP
ELSWSSANKYNIQVGDIMVRDVTSIASTSTYGDLLHVLRQTKLKFFPFVDTPDTNTLLGSIDRTEVEGLLQRRISAYRRQPAAAAEADEEGRNGETGASFTGEAE
SSFAYIDQEDAEGQQREGLEAVKVQTEDPRPPSPVPAEEPTQTSGIYQKKQKGTGQVASRFEEMLTLEEIYRWEQREKNVVVNFETCRIDQSPFQLVEGTSLQKT
HTLFSLLGLDRAYVTSMGKLVGVVALAEIQAAIEGSYQKGFRLPPPLASFRDVKHARNSGRTATSNSSGK 
>LbClCA [Leishmania braziliensis] 
MTEAGGSCGGNGVGGDDEAITRLVVNVPEADWATIDCFSSYTEAAERAAMRRRHTIPSTTHSPYGEKRPAYSFQGEAFLAALACGIALGCLGVISDACARWVSAF
RSGICANFFWLDRSLCCVDSNECDEYYSWGEFFLGRDNHVVAFVDFVMYVGFSTLAAVTAAYLCKTYAPYASGGGIAEVKTIVSGYHVKRYLGGWTLITKVVAMC
FSTGSGLTVGKEGPFVHIGACVGGIISGAFPSYQQETKERELITAGAGGGMAVAFGAPVGGVIFALEDVSTSYNFKALMAALICGVTAVLFQSRVDLWHTGCIVQ
FSINYRHNWHFFELPMFAVIGCFGGFMGSTFSVINLHICRWRKKHVKQWRLAEVTVVAAITGVVNFLTPYSSGGMLELLGDCFQDCTPDSSIEMCEGSDVRAFFS
LLVTATAKFAMFTYTVGTFLPAGILVPSLTIGALYGRAFGMMFRSLQETYAGSYIFTECYHQDLCVIPGVYAIVGAAAMLTGVTHMTICLAIIMFELTGSLEYMV
PIIVGILCAKAAGEAVGVKGTYEIVIEENKLPYLDPKKEFYLDFSAKDVYKNKQFTVLTAYGLQVRDINELVTRMNVTGFPVVESASDTTLLGYAPTKKMMRAIQ
VAAVRNRDVSLSTYIRFKTAPSNSQDPNFLEVNLTNVLESCLLQVEPECSVKKLLYLFKSLGTHHIVVCRYAKFEGFISKKDFINFMRVKEREENMEDDELERER
RELARQRRRREVATAVIDRTTTASAVRATAHHR 
 
>LbClCB [Leishmania braziliensis] 
MSARYGTAGSSGVLDTPSATCRRREADAATAAWFYELRREVEEAGDAAVNRSRAPLFEKAHRPHVFTAEERRRMDCYESIDYAEGQSLVHRVSTTRQSQTDTQGW
LRLAMFILIGLAVGGWSLLLLQTLDYLAEVKLNAVQGVVRSRNSTYSLFNESSFYMSSLRSSGNKSGDDGSTAIVLRTISWSALLRGWMLYTMWGMLMALLSSLC
CLVMPSAAGSGIPDVMAYLNGVMFPRIFNVRNLVIKSLSCILAVSAGLPVGIEGPMIHMGSLIGAGLPTGRSRSLRCSATSFFDQFRNPRDGRDFISAGAACGLT
SAFSSPLGGMLFVMEEMATHFSVRLAWLVFLSCLSCMWIIQSCNSFLSGWHFLDRSAMAFGNLREASIAMFYIDTVPENTVPLYTYTFIPTVTVAVLSGLLAVAY
TISSICFSRWRSRYLFPTALYRVLEPCVFASLFATACYVLPLFTPCVPTPQPTREKKEALHVELFTAFCAQPETTHHPLATLTMTSPYNLLRLLFSRHSAGLFPA
WSLLLHLSIYMVGSSYAGGMFISCGTVIPSLLIGAVEGRLIGVLFQRPVWADEGVVALIGAAAYFAGISRLTFALVVVVMELTADVSHITCLMLGILLAKGIADK
CCHSFYHASLEVKAVPFLEAQASMHLLDTYTARDIMTTPVKVLETMDTVLHVLEALTMTRHNAFPVVRVGEADQTYEGMITRAQLQLLLWVVYLRQIDDVAEVLV
DNEGNANDEADSVDGATDARSGSASEQASSESLIQSHVTAADLKRVHEFVFWNRLPSIPMMEYLPLSTIRSYIDLRPYVDSSAPYVQQGVCVSRAYYTFRHLGLR
HLPVLDRRQQVAGILTRVSFVGDRLMEKVGARAAGDFVDTEWRR 
 
>LbClCC [Leishmania braziliensis] 
MARYESVDTYEAESMLYKDHLETRSHEPRWFMWVFVVVLGVATSALSVGMVTCLHMFNAVRYELLGFGLRGFTFVDAQRYPNVSEAPPVNVMGSSGRDTAHSASL
DVWAMLRGNNVGLYGIASPRWYWSGYALWIAFAVCTSAVASGVCYLVPQSVGSGIPEVLAYLNGVSYPMMRSTRVLVAKLVAVVFTVASGVCTGHYGHLMLAGAM
LGAQLLQRRHGVRCYHVHFVDHFRNPRDRRIVLVIGAAAGIAAAFCVSVGGLLVVLELLSAVYPVRFALYIFAACLLSTLFTQGYWSYSMNLDAPYRLHGGLLLR
EVVVLFRSHLPFGQHAVMNLMAFIPAFAIGLCSGACAVGFVRLSWAALYCRRRLEVWLRTKAIRYVLPILFTLLYVSVHYWVAVAFSAVPVTDEATTSALSGDSS
AQASGRADSNTSSSSNGGAADEHTPAVCRPVPYTVRSGRNVTTIGFYGMNGFLCPAGSYPDVGAAGVYDAAPQEKGALGDKMTLQQQRQQTVRVVDAYASLAFSY
ADSTLQTLLSQRTEHLLPWPALLTFSLIYFFASAVYSGLGLYGDTMLSSLVIGAAIGRCIGAAVHSAAVAWNVNAATWADPGVFALFGAGSFVSATSGLSFGIGA
ILIECTADFRHLLPLMFAIAVARRVLLQWGRDVHTVYLEARAVPLLNAESYLGRYGLLDARHVMHSPVVSLPVVCTLDDVVRTLRSTTHHGFPVVSLNDGTFKGI
VTRAQLELLLWHLIMTDGRTSHCTYDVMQRVEDHVFHSGWQSIDPTQRLRQERLHTDQVSLYPYVDTSAFTVLDTTSLPRTYEMFTTLGLRHLVVVDRSNYAVGI
ITRKDLIGDHLSAVLESQDSPTHTDRVPSSAVFAAALTSLRKPFHPTTAQVSEVARQSSMSNLAGPSPHHR 
 
>LbClCD [Leishmania braziliensis] 
MRLSTDDFGGAVEELPPYYHESWLRWFWRALCETANPNTMHTEYLTPAELAKQASFESLDYYKPYPDMYVEYLRERHEDRWHHYTHGNGAATPPTANADSFTSPD
ADSGSVEHTRYDVTAPLGSMAESLARLQMDTAEHHIMLRWLLHVLIALSVGVVATVVSYAVDILERYRAEVLYHIMASQRHRSIGCLQGFFYTVLGSVVLVSISA
GVVVYFEPAASGGGIPDVMAYLNGVHLRKAMNLRTFIAKAISCICAVGGGLPVGLEAPLIHLGAITGAGVTQGRSRTLGFQTSLLQAFRNNKDRRDFITAGAACG
VSVAFGAPIGGLLFVVEEVSSFWDRSSNGQIFLATMLCFTFSTIINSIVEDRRLLGWVSNTAAVLFEVNITIPLNLVSIIPSLFLGIIIGSLAAFFTKTNLILIK
WRRRVLRPYQLRRFLEPVVIAAVFSSCMYVLSLASPCAELHDIGRVNETVQQWGTEGGWRLFNNTCAKPKTYSPLGTLNMASGKNTIRHLFSRQTAEEFPIVTLI
VYFLVYFASACIASGTSVSGGLVVPSLVLGAVFGRLFGLLLFKAGATKIPGVPRGYTAADAWMDPGVFALIGAGAFLAGTSRMSMAICVIMVELSAELHYLLPVM
VAIVMSKTTADWLCEPLYHQMLFMDSVPYLPPNIVKPEFEQLTAADVMASEVVMLRMRERTEVVLAALRDTTHHAFPIVEAVPIDDVAADDEDNKAMSPPTQPDS
ASTQCKLHSTKLGAGDASARPVAEAGVLGPRSARDAFTVALAATHVRYKFVGLVTREDLQVYFTLPELQEYKETSTALPMPAVPLTAKDSDGFGGRLASCVLAIR
HLSWTQWTWQKSRLFFRTSDRYEWVRTHMPDGALNGAEVGAERTAFISESHLPPVLDLSLIVNRSPWVIPPFFNLQMTYHTFRMMGLRHMVVVDGDTVAGMITRK
DLLVNSLRHKMKELRARLATADSAAPSLPQSSITRGMLGDHSQHPHSDGDRNEMASVQLTRAGAHVNRGGTPLEFRNSANANGRAAASTWKSPSPHVALSAGAER
STRQNLGRSLSIATKDAPSMPNASISSPLSALFDPSSSPSADPKVDPGLPAIPTVAAAHWMAMPSSSRTIRQPASVATGVMVENGNTSAAEGETRGRGISHSFEP
GHHTPVSPPLPAEVASLFDLSALFPAKGAS  
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ANEXO 2 Comparación de secuencias obtenidas para confirmar la inserción del gen 
LbClCA con sitios de corte para XbaI y HindIII en el vector pGEM-T Easy.  
LbClCA          ------ATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGACGAG 54 
Colonia4        TCTAGAATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGACGAG 60 
Colonia3        TCTAGAATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGACGAG 60 
                      ****************************************************** 
 
LbClCA          GCCATCACGCACTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGACGATCGACTGCTTC 114 
Colonia4        GCCATCACGCACTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGACGATCGACTGCTTC 120 
Colonia3        GCCATCACGCACTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGACGATCGACTGCTTC 120 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          AGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATGCGGCGTCGCCATACCATACCATCT 174 
Colonia4        AGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATGCGGCGTCGCCATACCATACCATCT 180 
Colonia3        AGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATGCGGCGTCGCCATACCATACCATCT 180 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          ACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAAGCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTTC 234 
Colonia4        ACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAAGCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTTC 240 
Colonia3        ACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAAGCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTTC 240 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TTAGCAGCCTTGGCGTGCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTGT 294 
Colonia4        TTAGCAGCCTTGGCGTGCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTGT 300 
Colonia3        TTAGCAGCCTTGGCGTGCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTGT 300 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GCGCGTTGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGCGCGAACTTTTTCTGGCTGGATCGC 354 
Colonia4        GCGCGTTGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGCGCGAACTTTTTCTGGCTGGATCGC 360 
Colonia3        GCGCGTTGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGCGCGAACTTTTTCTGGCTGGATCGC 360 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          AGCCTGTGTTGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCTGGGGCGAATTCTTT 414 
Colonia4        AGCCTGTGTTGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCTGGGGCGAATTCTTT 420 
Colonia3        AGCCTGTGTTGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCTGGGGCGAATTCTTT 420 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGACTTCGTCATGTATGTCGGCTTCTCC 474 
Colonia4        CTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGACTTCGTCATGTATGTCGGCTTCTCC 480 
Colonia3        CTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGACTTCGTCATGTATGTCGGCTTCTCC 480 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          ACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTACCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCTCTGGC 534 
Colonia4        ACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTACCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCTCTGGC 540 
Colonia3        ACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTACCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCTCTGGC 540 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GGTGGCATTGCGGAGGTGAAGACGATCGTGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTTGGT 594 
Colonia4        GGTGGCATTGCGGAGGTGAAGACGATCGTGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTTGGT 600 
Colonia3        GGTGGCATTGCGGAGGTGAAGACGATCGTGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTTGGT 600 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GGCTGGACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGGGTCCGGCTTGACG 654 
Colonia4        GGCTGGACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGGGTCCGGCTTGACG 660 
Colonia3        GGCTGGACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGGGTCCGGCTTGACG 660 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GTGGGGAAGGAGGGCCCCTTTGTCCACATCGGCGCCTGCGTCGGCGGCATCATCTCCGGA 714 
Colonia4        GTGGGGAAGGAGGGCCCCTTTGTCCACATCGGCGCCTGCGTCGGCGGCATCATCTCCGGA 720 
Colonia3        GTGGGGAAGGAGGGCCCCTTTGTCCACATCGGCGCCTGCGTCGGCGGCATCATCTCCGGA 720 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GCCTTTCCGAGCTATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGCGAACTCATTACCGCCGGCGCGGGC 774 
Colonia4        GCCTTTCCGAGCTATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGCGAACTCATTACCGCCGGCGCGGGC 780 
Colonia3        GCCTTTCCGAGCTATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGCGAACTCATTACCGCCGGCGCGGGC 780 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GGTGGCATGGCCGTCGCCTTTGGTGCCCCCGTCGGCGGCGTCATTTTCGCCTTGGAGGAT 834 
Colonia4        GGTGGCATGGCCGTCGCCTTTGGTGCCCCCGTCGGCGGCGTCATTTTCGCCTTGGAGGAT 840 
Colonia3        GGTGGCATGGCCGTCGCCTTTGGTGCCCCCGTCGGCGGCGTCATTTTCGCCTTGGAGGAT 840 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GTCTCCACATCGTACAACTTCAAGGCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTGACGGCG 894 
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Colonia4        GTCTCCACATCGTACAACTTCAAGGCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTGACGGCG 900 
Colonia3        GTCTCCACATCGTACAACTTCAAGGCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTGACGGCG 900 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GTGCTTTTCCAGTCACGCGTGGATCTCTGGCACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAGCATC 954 
Colonia4        GTGCTTTTCCAGTCACGCGTGGATCTCTGGCACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAGCATC 960 
Colonia3        GTGCTTTTCCAGTCACGCGTGGATCTCTGGCACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAGCATC 960 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          AACCACCGGCACAACTGGCACTTCTTTGAGCTCCCCATGTTTGCGGTGATCGGGTGCTTT 1014 
Colonia4        AACCACCGGCACAACTGGCACTTCTTTGAGCTCCCCATGTTTGCGGTGATCGGGTGCTTT 1020 
Colonia3        AACCACCGGCACAACTGGCACTTCTTTGAGCTCCCCATGTTTGCGGTGATCGGGTGCTTT 1020 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTCAGCGTTATCAATCTGCACATCTGCCGGTGGCGCAAG 1074 
Colonia4        GGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTCAGCGTTATCAATCTGCACATCTGCCGGTGGCGCAAG 1080 
Colonia3        GGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTCAGCGTTATCAATCTGCACATCTGCCGGTGGCGCAAG 1080 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          AAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGCCGAGGTGACTGTCGTGGCTGCCATCACTGGTGTC 1134 
Colonia4        AAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGCCGAGGTGACTGTCGTGGCTGCCATCACTGGTGTC 1140 
Colonia3        AAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGCCGAGGTGACTGTCGTGGCTGCCATCACTGGTGTC 1140 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GTGAACTTCTTGACGCCATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGACTGCTTC 1194 
Colonia4        GTGAACTTCTTGACGCCATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGACTGCTTC 1200 
Colonia3        GTGAACTTCTTGACGCCATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGACTGCTTC 1200 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CAGGACTGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTGCGCGCCTTT 1254 
Colonia4        CAGGACTGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTGCGCGCCTTT 1260 
Colonia3        CAGGACTGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTGCGCGCCTTT 1260 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TTCTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTTGCCATGTTCACGTACACCGTTGGCACA 1314 
Colonia4        TTCTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTTGCCATGTTCACGTACACCGTTGGCACA 1320 
Colonia3        TTCTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTTGCCATGTTCACGTACACCGTTGGCACA 1320 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TTCCTGCCCGCCGGCATCCTTGTGCCGTCACTCACGATCGGCGCTCTGTACGGCCGCGCT 1374 
Colonia4        TTCCTGCCCGCCGGCATCCTTGTGCCGTCACTCACGATCGGCGCTCTGTACGGCCGCGCT 1380 
Colonia3        TTCCTGCCCGCCGGCATCCTTGTGCCGTCACTCACGATCGGCGCTCTGTACGGCCGCGCT 1380 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TTCGGTATGATGTTTCGCTCGCTGCAGGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGGAG 1434 
Colonia4        TTCGGTATGATGTTTCGCTCGCTGCAGGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGGAG 1440 
Colonia3        TTCGGTATGATGTTTCGCTCGCTGCAGGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGGAG 1440 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TGCTACCACCAGGACCTGTGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTGTAGGCGCGGCTGCT 1494 
Colonia4        TGCTACCACCAGGACCTGTGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTGTAGGCGCGGCTGCT 1500 
Colonia3        TGCTACCACCAGGACCTGTGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTGTAGGCGCGGCTGCT 1500 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          ATGCTGACCGGCGTCACCCACATGACCACCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCTCACA 1554 
Colonia4        ATGCTGACCGGCGTCACCCACATGACCACCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCTCACA 1560 
Colonia3        ATGCTGACCGGCGTCACCCACATGACCACCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCTCACA 1560 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATTGTAGGGATCCTCTGCGCCAAAGCGGCTGGC 1614 
Colonia4        GGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATTGTAGGGATCCTCTGCGCCAAAGCGGCTGGC 1620 
Colonia3        GGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATTGTAGGGATCCTCTGCGCCAAAGCGGCTGGC 1620 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTCATCGAGGAGAACAAGTTGCCCTAC 1674 
Colonia4        GAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTCATCGAGGAGAACAAGTTGCCCTAC 1680 
Colonia3        GAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTCATCGAGGAGAACAAGTTGCCCTAC 1680 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CTCGACCCAAAGAAAGAGTTCTACCTTGACTTCTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACAAA 1734 
Colonia4        CTCGACCCAAAGAAAGAGTTCTACCTTGACTTCTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACAAA 1740 
Colonia3        CTCGACCCAAAGAAAGAGTTCTACCTTGACTTCTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACAAA 1740 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CAGTTCACCGTCCTGACGGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAACGAGCTCGTCACA 1794 
Colonia4        CAGTTCACCGTCCTGACGGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAACGAGCTCGTCACA 1800 
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Colonia3        CAGTTCACCGTCCTGACGGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAACGAGCTCGTCACA 1800 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          AGGATGAACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACAACGCTGCTCGGC 1854 
Colonia4        AGGATGAACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACAACGCTGCTCGGC 1860 
Colonia3        AGGATGAACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACAACGCTGCTCGGC 1860 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGGTGCGCAACAGAGAC 1914 
Colonia4        TACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGGTGCGCAACAGAGAC 1920 
Colonia3        TACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGGTGCGCAACAGAGAC 1920 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCACCGTCCAACTCGCAAGACCCAAAC 1974 
Colonia4        GTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCACCGTCCAACTCGCAAGACCCAAAC 1980 
Colonia3        GTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCACCGTCCAACTCGCAAGACCCAAAC 1980 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGTCCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGGAG 2034 
Colonia4        TTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGTCCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGGAG 2040 
Colonia3        TTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGTCCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGGAG 2040 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TGCTCCGTGAAGAAGTGCTGTACCTCTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTCGTCT 2094 
Colonia4        TGCTCCGTGAAGAAGTGCTGTACCTCTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTCGTCT 2100 
Colonia3        TGCTCCGTGAAGAAGTGCTGTACCTCTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTCGTCT 2100 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GCCGCTACGCGAAATTCGAGGGCTTTATTAGCAAGAAGGATTTCATTAACTTCATGCGCG 2154 
Colonia4        GCCGCTACGCGAAATTCGAGGGCTTTATTAGCAAGAAGGATTTCATTAACTTCATGCGCG 2160 
Colonia3        GCCGCTACGCGAAATTCGAGGGCTTTATTAGCAAGAAGGATTTCATTAACTTCATGCGCG 2160 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAGAGCGGCGTGAGCTAG 2214 
Colonia4        TCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAGAGCGGCGTGAGCTAG 2220 
Colonia3        TCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAGAGCGGCGTGAGCTAG 2220 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCAGTGATCGACAGGACGACGACGGCTA 2274 
Colonia4        CGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCAGTGATCGACAGGACGACGACGGCTA 2280 
Colonia3        CGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCAGTGATCGACAGGACGACGACGGCTA 2280 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCACCGCTGA------ 2306 
Colonia4        GTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCACCGCTGAAAGCTT 2318 
Colonia3        GTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCACCGCTGAAAGCTT 2318 
                ********************************   
Sitios de corte para las enzimas de restricción añadidos  
Aminoácidos que discrepan con la secuencia del gen  
 
 
Comparación de secuencias obtenidas para confirmar la inserción del gen LbClCB con 
sitios de corte para BamHI y HindIII en el vector pGEM-T Easy. 
LbClCB          -------------ATGAGTGCACGGTACGGCACTGCTGGCTCTAGCGGGGTACTTGACAC 47 
Colonia1        TATTGGATCCGGTATGAGTGCACGGTACGGCACTGCTGGCTCTAGCGGGGTACTTGACAC 60 
Colonia3        TATTGGATCCGGTATGAGTGCACGGTACGGCACTGCTGGCTCTAGCGGGGTACTTGACAC 60 
                             *********************************************** 
 
LbClCB          GCCGTCCGCTACCTGCCGCAGGCGAGAGGCGGACGCAGCGACGGCTGCCTGGTTCTACGA 107 
Colonia1        GCCGTCCGCTACCTGCCGCAGGCGAGAGGCGGACGCAGCGACGGCTGCCTGGTTCTACGA 120 
Colonia3        GCCGTCCGCTACCTGCCGCAGGCGAGAGGCGGACGCAGCGACGGCTGCCTGGTTCTACGA 120 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GCTTAGGAGGGAAGTGGAGGAAGCCGGGGACGCCGCGGTAAATCGTTCTCGAGCGCCACT 167 
Colonia1        GCTTAGGAGGGAAGTGGAGGAAGCCGGGGACGCCGCGGTAAATCGTTCTCGAGCGCCACT 180 
Colonia3        GCTTAGGAGGGAAGTGGAGGAAGCCGGGGACGCCGCGGTAAATCGTTCTCGAGCGCCACT 180 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GTTTGAGAAGGCCCACCGCCCGCACGTGTTTACCGCAGAGGAGCGACGGCGCATGGATTG 227 
Colonia1        GTTTGAGAAGGCCCACCGCCCGCACGTGTTTACCGCAGAGGAGCGACGGCGCATGGATTG 240 
Colonia3        GTTTGAGAAGGCCCACCGCCCGCACGTGTTTACCGCAGAGGAGCGACGGCGCATGGATTG 240 
                ************************************************************ 
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LbClCB          CTATGAGAGCATTGATTACGCCGAGGGTCAATCCCTCGTTCACCGCGTCAGTACTACTCG 287 
Colonia1        CTATGAGAGCATTGATTACGCCGAGGGTCAATCCCTCGTTCACCGCGTCAGTACTACTCG 300 
Colonia3        CTATGAGAGCATTGATTACGCCGAGGGTCAATCCCTCGTTCACCGCGTCAGTACTACTCG 300 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CCAAAGTCAGACGGACACGCAAGGGTGGCTGCGTCTGGCGATGTTTATCTTGATCGGCCT 347 
Colonia1        CCAAAGTCAGACGGACACGCAAGGGTGGCTGCGTCTGGCGATGTTTATCTTGATCGGCCT 360 
Colonia3        CCAAAGTCAGACGGACACGCAAGGGTGGCTGCGTCTGGCGATGTTTATCTTGATCGGCCT 360 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CGCCGTTGGCGGCTGGTCCCTTCTGCTGCTTCAGACACTAGACTACCTTGCGGAGGTGAA 407 
Colonia1        CGCCGTTGGCGGCTGGTCCCTTCTGCTGCTTCAGACACTAGACTACCTTGCGGAGGTGAA 420 
Colonia3        CGCCGTTGGCGGCTGGTCCCTTCTGCTGCTTCAGACACTAGACTACCTTGCGGAGGTGAA 420 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GCTGAATGCGGTGCAGGGGGTGGTGCGCAGCCGCAACAGTACTTATTCGCTGTTTAACGA 467 
Colonia1        GCTGAATGCGGTGCAGGGGGTGGTGCGCAGCCGCAACAGTACTTATTCGCTGTTTAACGA 480 
Colonia3        GCTGAATGCGGTGCAGGGGGTGGTGCGCAGCCGCAACAGTACTTATTCGCTGTTTAACGA 480 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GTCTAGCTTCTACATGTCGTCGCTGCGGAGCTCTGGAAACAAGAGCGGTGACGACGGCAG 527 
Colonia1        GTCTAGCTTCTACATGTCGTCGCTGCGGAGCTCTGGAAACAAGAGCGGTGACGACGGCAG 540 
Colonia3        GTCTAGCTTCTACATGTCGTCGCTGCGGAGCTCTGGAAACAAGAGCGGTGACGACGGCAG 540 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CACTGCGATAGTGCTGCGCACGATATCGTGGTCAGCGCTGCTACGCGGATGGATGCTGCA 587 
Colonia1        CACTGCGATAGTGCTGCGCACGATATCGTGGTCAGCGCTGCTACGCGGATGGATGCTGCA 600 
Colonia3        CACTGCGATAGTGCTGCGCACGATATCGTGGTCAGCGCTGCTACGCGGATGGATGCTGCA 600 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CACGATGTGGGGCATGCTGATGGCGCTTCTGTCGTCTCTCTGCTGCCTTGTCATGCCGAG 647 
Colonia1        CACGATGTGGGGCATGCTGATGGCGCTTCTGTCGTCTCTCTGCTGCCTTGTCATGCCGAG 660 
Colonia3        CACGATGTGGGGCATGCTGATGGCGCTTCTGTCGTCTCTCTGCTGCCTTGTCATGCCGAG 660 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CGCCGCTGGCAGCGGTACCCCGGATGTTATGGCGTACCTCAACGGCGTCATGTTCCCGCG 707 
Colonia1        CGCCGCTGGCAGCGGTACCCCGGATGTTATGGCGTACCTCAACGGCGTCATGTTCCCGCG 720 
Colonia3        CGCCGCTGGCAGCGGTATCCCGGATGTTATGGCGTACCTCAACGGCGTCATGTTCCCGCG 720 
                ***************** ****************************************** 
 
LbClCB          CATCTTCAACGTTCGGAATCTGGTGATCAAGTCGCTCTCGTGCATCCTCGCAGTGAGTGC 767 
Colonia1        CATCTTCAACGTTCGGAATCTGGTGATCAAGTCGCTCTCGTGCATCCTCGCAGTGAGTGC 780 
Colonia3        CATCTTCAACGTTCGGAATCTGGTGATCAAGTCGCTCTCGTGCATCCTCGCAGTGAGTGC 780 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CGGTTTGCCAGTGGGAATAGAGGGGCCTATGATTCACATGGGGTCGCTTATTGGAGCCGG 827 
Colonia1        CGGTTTGCCAGTGGGAATAGAGGGGCCTATGATTCACATGGGGTCGCTTATTGGAGCCGG 840 
Colonia3        CGGTTTGCCAGTGGGAATAGAGGGGCCTATGATTCACATGGGGTCGCTTATTGGAGCCGG 840 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          TCTCCCCACCGGCCGCAGCCGCTCTCTGAGGTGCAGCGCCACTTCCTTCTTTGATCAATT 887 
Colonia1        TCTCCCCACCGGCCGCAGCCGCTCTCTGAGGTGCAGCGCCACTTCCTTCTTTGATCAATT 900 
Colonia3        TCTCCCCACCGGCCGCAGCCGCTCTCTGAGGTGCAGCGCCACTTCCTTCTTTGATCAATT 900 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          TCGAAATCCGCGCGATGGGCGTGACTTCATCTCCGCCGGCGCCGCTTGTGGCTTGACGAG 947 
Colonia1        TCGAAATCCGCGCGATGGGCGTGACTTCATCTCCGCCGGCGCCGCTTGTGGCTTGACGAG 960 
Colonia3        TCGAAATCCGCGCGATGGGCGTGACTTCATCTCCGCCGGCGCCGCTTGTGGCTTGACGAG 960 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CGCCTTTTCGAGCCCTCTGGGCGGGATGTTGTTTGTCATGGAGGAGATGGCGACTCATTT 1007 
Colonia1        CGCCTTTTCGAGCCCTCTGGGCGGGATGTTGTTTGTCATGGAGGAGATGGCGACTCATTT 1020 
Colonia3        CGCCTTTTCGAGCCCTCTGGGCGGGATGTTGTTTGTCATGGAGGAGATGGCGACTCATTT 1020 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CTCTGTACGTTTGGCGTGGCTCGTGTTTCTCTCCTGTCTCTCGTGCATGTGGATCATTCA 1067 
Colonia1        CTCTGTACGTTTGGCGTGGCTCGTGTTTCTCTCCTGTCTCTCGTGCATGTGGATCATTCA 1080 
Colonia3        CTCTGTACGTTTGGCGTGGCTCGTGTTTCTCTCCTGTCTCTCGTGCATGTGGATCATTCA 1080 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GTCGTGCAACTCCTTTCTCTCCAGCTGGCATTTCCTCGATCGATCCGCCATGGCATTCGG 1127 
Colonia1        GTCGTGCAACTCCTTTCTCTCCAGCTGGCATTTCCTCGATCGATCCGCCATGGCATTCGG 1140 
Colonia3        GTCGTGCAACTCCTTTCTCTCCGGCTGGCATTTCCTCGATCGATCCGCCATGGCATTCGG 1140 
                ********************** ************************************* 
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LbClCB          TAACCTGCGTGAGGCCTCCATCGCGATGTTCTACATCGACACCGTGCCAGAGAACACGGT 1187 
Colonia1        TAACCTGCGTGAGGCCTCCATCGCGATGTTCTACATCGACACCGTGCCAGAGAACACGGT 1200 
Colonia3        TAACCTGCGTGAGGCCTCCATCGCGATGTTCTACATCGACACCGTGCCAGAGAACACGGT 1200 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CCCCTTGTACACGTACACGTTTATTCCTACGGTGACGGTGGCAGTGTTGTCTGGCCTCTT 1247 
Colonia1        CCCCTTGTACACGTACACGTTTATTCCTACGGTGACGGTGGCAGTGTTGTCTGGCCTCTT 1260 
Colonia3        CCCCTTGTACACGTACACGTTTATTCCTACGGTGACGGTGGCAGTGTTGTCTGGCCTCTT 1260 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GGCAGTGGCTTACACGATCAGCAGCATCTGCTTCTCCCGTTGGCGCTCGCGCTACCTCTT 1307 
Colonia1        GGCAGTGGCTTACACGATCAGCAGCATCTGCTTCTCCCGTTGGCGCTCGCGCTACCTCTT 1320 
Colonia3        GGCAGTGGCTTACACGATCAGCAGCATCTGCTTCTCCCGTTGGCGCTCGCGCTACCTCTT 1320 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CCCCACAGCGCTGTACCGCGTGCTGGAGCCGTGCGTATTCGCATCTCTCTTTGCCACAGC 1367 
Colonia1        CCCCACAGCGCTGTACCGCGTGCTGGAGCCGTGCGTATTCGCATCTCTCTTTGCCACAGC 1380 
Colonia3        CCCCACAGCGCTGTACCGCGTGCTGGAGCCGTGCGTATTCGCATCTCTCTTTGCCACAGC 1380 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CTGCTACGTGTTGCCCCTCTTCACACCATGCGTGCCGACCCCACAGCCGACGCGCGAGAA 1427 
Colonia1        CTGCTACGTGTTGCCCCTCTTCACACCATGCGTGCCGACCCCACAGCCGACGCGCGAGAA 1440 
Colonia3        CTGCTACGTGTTGCCCCTCTTCACACCATGCGTGCCGACCCCACAGCCGACGCGCGAGAA 1440 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GAAAGAGGCCCTACACGTGGAGCTCTTCACCGCGTTCTGCGCGCAGCCGGAAACAACCCA 1487 
Colonia1        GAAAGAGGCCCTACACGTGGAGCTCTTCACCGCGTTCTGCGCGCAGCCGGAAACAACCCA 1500 
Colonia3        GAAAGAGGCCCTACACGTGGAGCTCTTCACCGCGTTCTGCGCGCAGCCGGAAACAACCCA 1500 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          TCACCCGCTCGCCACCCTCACCATGACTAGCCCTTACAACCTGCTGCGCCTCTTGTTCTC 1547 
Colonia1        TCACCCGCTCGCCACCCTCACCATGACTAGCCCTTACAACCTGCTGCGCCTCTTGTTCTC 1560 
Colonia3        TCACCCGCTCGCCACCCTCACCATGACTAGCCCTTACAACCTGCTGCGCCTCTTGTTCTC 1560 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GCGCCACTCCGCGGGGCTCTTTCCTGCTTGGTCACTTCTCCTGCATCTCTCGATTTACAT 1607 
Colonia1        GCGCCACTCCGCGGGGCTCTTTCCTGCTTGGTCACTTCTCCTGCATCTCTCGATTTACAT 1620 
Colonia3        GCGCCACTCCGCGGGGCTCTTTCCTGCTTGGTCACTTCTCCTGCATCTCTCGATTTACAT 1620 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GGTTGGTTCCAGCTACGCTGGCGGCATGTTCATCTCCTGCGGCACCGTAATCCCGTCGCT 1667 
Colonia1        GGTTGGTTCCAGCTACGCTGGCGGCATGTTCATCTCCTGCGGCACCGTAATCCCGTCGCT 1680 
Colonia3        GGTTGGTTCCAGCTACGCTGGCGGCATGTTCATCTCCTGCGGCACCGTAATCCCGTCGCT 1680 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GCTCATCGGCGCTGTCGAGGGGCGCCTTATCGGGGTTCTCTTTCAGCGCCCGGTGTGGGC 1727 
Colonia1        GCTCATCGGCGCTGTCGAGGGGCGCCTTATCGGGGTTCTCTTTCAGCGCCCGGTGTGGGC 1740 
Colonia3        GCTCATCGGCGCTGTCGAGGGGCGCCTTATCGGGGTTCTCTTTCAGCGCCCGGTGTGGGC 1740 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GGACGAGGGCGTGGTTGCCCTTATCGGGGCTGCCGCATACTTTGCCGGCATCTCCCGCCT 1787 
Colonia1        GGACGAGGGCGTGGTTGCCCTTATCGGGGCTGCCGCATACTTTGCCGGCATCTCCCGCCT 1800 
Colonia3        GGACGAGGGCGTGGTTGCCCTTATCGGGGCTGCCGCATACTTTGCCGGCATCTCCCGCCT 1800 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          TACCTTTGCCCTTGTCGTCGTCGTGATGGAGTTGACGGCGGATGTGTCGCACATTACGTG 1847 
Colonia1        TACCTTTGCCCTTGTCGTCGTCGTGATGGAGTTGACGGCGGATGTGTCGCACATTACGTG 1860 
Colonia3        TACCTTCGCCCTTGTCGTCGTCGTGATGGAGTTGACGGCGGATGTGTCGCACATTACGTG 1860 
                ****** ***************************************************** 
 
LbClCB          TCTCATGCTCGGTATCCTGCTCGCTAAGGGCATCGCGGACAAGTGCTGCCATTCCTTTTA 1907 
Colonia1        TCTCATGCTCGGTATCCTGCTCGCTAAGGGCATCGCGGACAAGTGCTGCCATTCCTTTTA 1920 
Colonia3        TCTCATGCTCGGTATCCTGCTCGCTAAGGGCATCGCGGACAAGTGCTGCCATTCCTTTTA 1920 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CCATGCCTCGTTGGAGGTGAAGGCAGTCCCCTTCCTTGAGGCCCAGGCGAGCATACACCT 1967 
Colonia1        CCATGCCTCGTTGGAGGTGAAGGCAGTCCCCTTCCTTGAGGCCCAGGCGAGCATACACCT 1980 
Colonia3        CCATGCCTCGTTGGAGGTGAAGGCAGTCCCCTTCCTTGAGGCCCAGGCGAGCATGCACCT 1980 
                ****************************************************** ***** 
 
LbClCB          ACTTGACACATACACCGCCCGCGACATCATGACGACCCCGGTTAAAGTACTGGAGACGAT 2027 
Colonia1        ACTTGACACATACACCGCCCGCGACATCATGACGACCCCGGTTAAAGTACTGGAGACGAT 2040 
Colonia3        ACTTGACACATACACCGCCCGCGACATCATGACGACCCCGGTTAAAGTACTGGAGACGAT 2040 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GGACACGGTTCTGCACGTGCTCGAGGCGCTGACCATGACACGGCACAATGCCTTTCCTGT 2087 
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Colonia1        GGACACGGTTCTGCACGTGCTCGAGGCGCTGACCATGACACGGCACAATGCCTTTCCTGT 2100 
Colonia3        GGACACGGTTCTGCACGTGCTCGAGGCGCTGACCATGACACGGCACAATGCCTTTCCTGT 2100 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CGTGCGAGTCGGTGAGGCGGACCAAACCTACGAGGGCATGATTACGCGCGCACAGCTTCA 2147 
Colonia1        CGTGCGAGTCGGTGAGGCGGACCAAACCTACGAGGGCATGATTACGCGCGCACAGCTTCA 2160 
Colonia3        CGTGCGAGTCGGTGAGGCGGACCAAACCTACGAGGGCATGATTACGCGCGCACAGCTTCA 2160 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GCTGCTACTCTGGGTCGTGTATCTGCGCCAGATAGATGATGTCGCAGAGGTACTCGTCGA 2207 
Colonia1        GCTGCTACTCTGGGTCGTGTATCTGCGCCAGATAGATGATGTCGCAGAGGTACTCGTCGA 2220 
Colonia3        GCTGCTACTCTGGGTCGTGTATCTGCGCCAGATAGATGATGTCGCAGAGGTACTCGTCGA 2220 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CAATGAAGGTAATGCCAATGACGAGGCAGACAGCGTTGACGGCGCGACCGATGCGCGGAG 2267 
Colonia1        CAATGAAGGTAATGCCAATGACGAGGCAGACAGCGTTGACGGCGCGACCGATGCGCGGAG 2280 
Colonia3        CAATGAAGGTAATGCCAATGACGAGGCAGACAGCGTTGACGGCGCGACCGATGCGCGGAG 2280 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CGGGTCGGCATCGGAGCAGGCCAGTTCTGAGAGCCTCATTCAATCCCACGTCACAGCAGC 2327 
Colonia1        CGGGTCGGCATCGGAGCAGGCCAGTTCTGAGAGCCTCATTCAATCCCACGTCACAGCAGC 2340 
Colonia3        CGGGTCGGCATCGGAGCAGGCCAGTTCTGAGAGCCTCATTCAATCCCACGTCACAGCAGC 2340 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          TGACCTGAAACGTGTGCACGAGTTTGTTTTCTGGAACCGCCTGCCGAGCATTCCCATGAT 2387 
Colonia1        TGACCTGAAACGTGTGCACGAGTTTGTTTTCTGGAACCGCCTGCCGAGCATTCCCATGAT 2400 
Colonia3        TGACCTGAAACGTGTGCACGAGTTTGTTTTCTGGAACCGCCTGCCGAGCATTCCCATGAT 2400 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          GGAGTACCTGCCACTGTCTACCATTCGCTCGTACATAGACCTTCGTCCGTACGTGGACAG 2447 
Colonia1        GGAGTACCTGCCACTGTCTACCATTCGCTCGTACATAGACCTTCGTCCGTACGTGGACAG 2460 
Colonia3        GGAGTACCTGCCACTGTCTACCATTCGCTCGTACATAGACCTTCGTCCGTACGTGGACAG 2460 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CAGCGCACCGTACGTGCAGCAAGGCGTTTGCGTCTCCAGGGCGTACTACACCTTTCGCCA 2507 
Colonia1        CAGCGCACCGTACGTGCAGCAAGGCGTTTGCGTCTCCAGGGCGTACTACACCTTTCGCCA 2520 
Colonia3        CAGCGCACCGTACGTGCAGCAAGGCGTTTGCGTCTCCAGGGCGTACTACACCTTTCGCCA 2520 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CTTGGGACTCCGCCACCTGCCGGTGCTTGATCGAAGACAGCAGGTGGCTGGGATACTCAC 2567 
Colonia1        CTTGGGACTCCGCCACCTGCCGGTGCTTGATCGAAGACAGCAGGTGGCTGGGATACTCAC 2580 
Colonia3        CTTGGGACTCCGCCACCTGCCGGTGCTTGATCGAAGACAGCAGGTGGCTGGGATACTCAC 2580 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CAGGGTGAGCTTTGTGGGCGACCGACTCATGGAGAAGGTTGGTGCACGAGCCGCTGGCGA 2627 
Colonia1        CAGGGTGAGCTTTGTGGGCGACCGACTCATGGAGAAGGTTGGTGCACGAGCCGCTGGCGA 2640 
Colonia3        CAGGGTGAGCTTTGTGGGCGACCGACTCATGGAGAAGGTTGGTGCACGAGCCGCTGGCGA 2640 
                ************************************************************ 
 
LbClCB          CTTTGTGGACACCGAGTGGAGAAGGTGA------ 2655 
Colonia1        CTTTGTGGACACCGAGTGGAGAAGGTGA------ 2668 
Colonia3        CTTTGTGGACACCGAGTGGAGAAGGTGAAAGCTT 2674 
                ****************************       
Sitios de corte para las enzimas de restricción añadidos  
Aminoácidos que discrepan con la secuencia del gen  
 
Comparación de secuencias obtenidas para confirmar la generación del vector 
p416+LbClCA. 
 
LbClCA          AATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCCCGGATGCAAGGGTTCGAATCC 60 
Colonia1        -------------------------AAGCTGGAGCTCCCCGGATGCAAGGGTTCGAATCC 33 
                                         *********************************** 
 
LbClCA          CTTAGCTCTCATTATTTTTTGCTTTTTCTCTTGAGGTCACATGATCGCAAAATGGCAAAT 120 
Colonia1        CTTAGCTCTCATTATTTTTTGCTTTTTCTCTTGAGGTCACATGATCGCAAAATGGCAAAT 93 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GGCACGTGAAGCTGTCGATATTGGGGAACTGTGGTGGTTGGCAAATGACTAATTAAGTTA 180 
Colonia1        GGCACGTGAAGCTGTCGATATTGGGGAACTGTGGTGGTTGGCAAATGACTAATTAAGTTA 153 
                ************************************************************ 
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LbClCA          GTCAAGGCGCCATCCTCATGAAAACTGTGTAACATAATAACCGAAGTGTCGAAAAGGTGG 240 
Colonia1        GTCAAGGCGCCATCCTCATGAAAACTGTGTAACATAATAACCGAAGTGTCGAAAAGGTGG 213 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CACCTTGTCCAATTGAACACGCTCGATGAAAAAAATAAGATATATATAAGGTTAAGTAAA 300 
Colonia1        CACCTTGTCCAATTGAACACGCTCGATGAAAAAAATAAGATATATATAAGGTTAAGTAAA 273 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GCGTCTGTTAGAAAGGAAGTTTTTCCTTTTTCTTGCTCTCTTGTCTTTTCATCTACTATT 360 
Colonia1        GCGTCTGTTAGAAAGGAAGTTTTTCCTTTTTCTTGCTCTCTTGTCTTTTCATCTACTATT 333 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TCCTTCGTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATAGATACAATTCTATTACCCCCATCCATA 420 
Colonia1        TCCTTCGTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATAGATACAATTCTATTACCCCCATCCATA 393 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CTCTAGAATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGACGA 480 
Colonia1        CTCTAGAATGACGGAAGCAGGCGGCAGTTGCGGTGGCAACGGGGTCGGCGGTGACGACGA 453 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GGCCATCACGCACTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGACGATCGACTGCTT 540 
Colonia1        GGCCATCACGCACTTAGTGGTGAACGTTCCAGAGGCCGATTGGGCGACGATCGACTGCTT 513 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CAGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATGCGGCGTCGCCATACCATACCATC 600 
Colonia1        CAGCAGCTACACGGAGGCGGCAGAGCGGGCCGCGATGCGGCGTCGCCATACCATACCATC 573 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAAGCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTT 660 
Colonia1        TACCACTCACTCGCCATACGGAGAGAAGCGTCCCGCGTACAGCTTCCAGGGGGAGGCTTT 633 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CTTAGCAGCCTTGGCGTGCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTG 720 
Colonia1        CTTAGCAGCCTTGGCGTGCGGAATCGCGCTCGGCTGCCTCGGCGTCATCAGCGACGCGTG 693 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TGCGCGTTGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGCGCGAACTTTTTCTGGCTGGATCG 780 
Colonia1        TGCGCGTTGGGTGAGCGCCTTCCGCAGTGGGATTTGCGCGAACTTTTTCTGGCTGGATCG 753 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CAGCCTGTGTTGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCTGGGGCGAATTCTT 840 
Colonia1        CAGCCTGTGTTGCGTCGACAGCAACGAGTGCGATGAGTACTACTCCTGGGGCGAATTCTT 813 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TCTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGACTTCGTCATGTATGTCGGCTTCTC 900 
Colonia1        TCTCGGCCGCGACAACCACGTCGTCGCGTTTGTTGACTTCGTCATGTATGTCGGCTTCTC 873 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTACCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCTCTGG 960 
Colonia1        CACCCTGGCGGCAGTCACGGCGGCGTACCTGTGCAAGACCTACGCCCCCTATGCCTCTGG 933 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CGGTGGCATTGCGGAGGTGAAGACGATCGTGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTTGG 1020 
Colonia1        CGGTGGCATTGCGGAGGTGAAGACGATCGTGTCGGGCTACCACGTCAAGCGGTACCTTGG 993 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TGGCTGGACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGGGTCCGGCTTGA 1079 
Colonia1        TGGCTGGACACTCATCACGAAGGTCGTGGCCATGTGCTTTTCTACAGG----------- 1042 
                ************************************************            
 
LbClCA          CGGTGGGGAAGGAGGGCCCCTTTGTCCACATCGGCGCCTGCGTCGGCGGCATCATCTCCG 1139 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          GAGCCTTTCCGAGCTATCAGCAGGAGACCAAAGAGCGCGAACTCATTACCGCCGGCGCGG 1199 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          GCGGTGGCATGGCCGTCGCCTTTGGTGCCCCCGTCGGCGGCGTCATTTTCGCCTTGGAGG 1259 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          ATGTCTCCACATCGTACAACTTCAAGGCCCTCATGGCTGCACTCATCTGCGGCGTGACGG 1319 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
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LbClCA          CGGTGCTTTTCCAGTCACGCGTGGATCTCTGGCACACCGGCTGCATTGTGCAGTTCAGCA 1379 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          TCAACCACCGGCACAACTGGCACTTCTTTGAGCTCCCCATGTTTGCGGTGATCGGGTGCT 1439 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          TTGGCGGGTTCATGGGGTCCACCTTCAGCGTTATCAATCTGCACATCTGCCGGTGGCGCA 1499 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          AGAAGCATGTGAAGCAGTGGCGACTCGCCGAGGTGACTGTCGTGGCTGCCATCACTGGTG 1559 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          TCGTGAACTTCTTGACGCCATACAGCTCCGGTGGCATGCTGGAGCTGCTCGGCGACTGCT 1619 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          TCCAGGACTGCACTCCAGATTCCAGCATCGAGATGTGTGAGGGCAGCGACGTGCGCGCCT 1679 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          TTTTCTCCCTTCTCGTCACCGCCACGGCGAAGTTTGCCATGTTCACGTACACCGTTGGCA 1739 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          CATTCCTGCCCGCCGGCATCCTTGTGCCGTCACTCACGATCGGCGCTCTGTACGGCCGCG 1799 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          CTTTCGGTATGATGTTTCGCTCGCTGCAGGAAACCTACGCAGGCTCGTATATCTTCACGG 1859 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          AGTGCTACCACCAGGACCTGTGCGTCATCCCTGGCGTGTACGCGATTGTAGGCGCGGCTG 1919 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          CTATGCTGACCGGCGTCACCCACATGACCACCTGCCTAGCGATTATCATGTTCGAGCTCA 1979 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbClCA          CAGGCTCGCTAGAGTACATGGTTCCCATCATTGTAGGGATCCTCTGCGCCAAAGCGGCTG 2039 
Colonia1        --------------------------------GTAGGGATCCTCTGCGCCAAAGCGGCTG 1070 
                                                **************************** 
 
LbClCA          GCGAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTCATCGAGGAGAACAAGTTGCCCT 2099 
Colonia1        GCGAGGCGGTCGGGGTGAAGGGCACGTACGAGATCGTCATCGAGGAGAACAAGTTGCCCT 1130 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          ACCTCGACCCAAAGAAAGAGTTCTACCTTGACTTTTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACA 2159 
Colonia1        ACCTCGACCCAAAGAAAGAGTTCTACCTTGACTTTTCTGCCAAGGACGTCTACAAGAACA 1190 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          AACAGTTCACCGTCCTGACGGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAACGAGCTCGTCA 2219 
Colonia1        AACAGTTCACCGTCCTGACGGCGTACGGACTGCAGGTGCGCGACATCAACGAGCTCGTCA 1250 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CAAGGATGAACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACAACGCTGCTCG 2279 
Colonia1        CAAGGATGAACGTTACCGGCTTCCCGGTGGTCGAGTCGGCCAGTGACACAACGCTGCTCG 1310 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GCTACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGGTGCGCAACAGAG 2339 
Colonia1        GCTACGCGCCTACAAAGAAGATGATGCGGGCGATTCAGGTGGCTGCGGTGCGCAACAGAG 1370 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          ACGTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCACCGTCCAACTCGCAAGACCCAA 2399 
Colonia1        ACGTGAGCCTAAGCACGTACATTCGCTTCAAGACAGCACCGTCCAACTCGCAAGACCCAA 1430 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          ACTTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGTCCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGG 2459 
Colonia1        ACTTTCTTGAGGTGAACCTAACGAACGTCCTAGAGAGCTGCCTGCTGCAGGTGGAGCCGG 1490 
                ************************************************************ 
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LbClCA          AGTGCTCCGTGAAGAAGCTGCTGTACCTCTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTCG 2519 
Colonia1        AGTGCTCCGTGAAGAAGCTGCTGTACCTCTTCAAGTCCCTCGGCACCCACCACATCGTCG 1550 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TCTGCCGCTACGCGAAATTCGAGGGCTTTATTAGCAAGAAGGATTTCATTAACTTCATGC 2579 
Colonia1        TCTGCCGCTACGCGAAATTCGAGGGCTTTATTAGCAAGAAGGATTTCATTAACTTCATGC 1610 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GCGTCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAGAGCGGCGTGAGC 2639 
Colonia1        GCGTCAAGGAGCGCGAGGAGAACATGGAGGACGATGAGCTGGAGCGAGAGCGGCGTGAGC 1670 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TAGCGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCAGTGATCGACAGGACGACGACGG 2699 
Colonia1        TAGCGCGACAGCGGCGTCGTCGCGAAGTGGCAACCGCAGTGATCGACAGGACGACGACGG 1730 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CTAGTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCACCGCTGAAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCG 2759 
Colonia1        CTAGTGCCGTCCGTGCGACTGCCCACCACCGCTGAAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCG 1790 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          AGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAAC 2819 
Colonia1        AGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAAC 1850 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          CGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTAT 2879 
Colonia1        CGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTAT 1910 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGT 2939 
Colonia1        GTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGT 1970 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          GTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGC 2999 
Colonia1        GTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGC 2030 
                ************************************************************ 
 
LbClCA          TTTAATTTGCGGCCGGTACCCCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTA 3049 
Colonia1        TTTAATTTGCGGCCGGT--------------------------------- 2047 
                ******* 
 
Promotor 
Comienzo del gen 
Fin del gen 
Terminador 
 
Comparación de secuencias obtenidas para confirmar la generación del vector 
p416+LbClCB. 
LbCLCB          AATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCCCGGATGCAAGGGTTCGAATCC 60 
Colonia1        ------------------------AAAGCTGGAGCTCCCCGGATGCAAGGGTTCGAATCC 34 
                                        ************************************ 
 
LbCLCB          CTTAGCTCTCATTATTTTTTGCTTTTTCTCTTGAGGTCACATGATCGCAAAATGGCAAAT 120 
Colonia1        CTTAGCTCTCATTATTTTTTGCTTTTTCTCTTGAGGTCACATGATCGCAAAATGGCAAAT 94 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          GGCACGTGAAGCTGTCGATATTGGGGAACTGTGGTGGTTGGCAAATGACTAATTAAGTTA 180 
Colonia1        GGCACGTGAAGCTGTCGATATTGGGGAACTGTGGTGGTTGGCAAATGACTAATTAAGTTA 154 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          GTCAAGGCGCCATCCTCATGAAAACTGTGTAACATAATAACCGAAGTGTCGAAAAGGTGG 240 
Colonia1        GTCAAGGCGCCATCCTCATGAAAACTGTGTAACATAATAACCGAAGTGTCGAAAAGGTGG 214 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CACCTTGTCCAATTGAACACGCTCGATGAAAAAAATAAGATATATATAAGGTTAAGTAAA 300 
Colonia1        CACCTTGTCCAATTGAACACGCTCGATGAAAAAAATAAGATATATATAAGGTTAAGTAAA 274 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          GCGTCTGTTAGAAAGGAAGTTTTTCCTTTTTCTTGCTCTCTTGTCTTTTCATCTACTATT 360 
Colonia1        GCGTCTGTTAGAAAGGAAGTTTTTCCTTTTTCTTGCTCTCTTGTCTTTTCATCTACTATT 334 
                ************************************************************ 
- 54 -                                                                                                             María Alejandra Viviescas Maldonado 
 
 
LbCLCB          TCCTTCGTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATAGATACAATTCTATTACCCCCATCCATA 420 
Colonia1        TCCTTCGTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATAGATACAATTCTATTACCCCCATCCATA 394 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CTCTAGAACTAGTGGATCCGGTATGAGTGCACGGTACGGCACTGCTGGCTCTAGCGGGGT 480 
Colonia1        CTCTAGAACTAGTGGATCCGGTATGAGTGCACGGTACGGCACTGCTGGCTCTAGCGGGGT 454 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          ACTTGACACGCCGTCCGCTACCTGCCGCAGGCGAGAGGCGGACGCAGCGACGGCTGCCTG 540 
Colonia1        ACTTGACACGCCGTCCGCTACCTGCCGCAGGCGAGAGGCGGACGCAGCGACGGCTGCCTG 514 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          GTTCTACGAGCTTAGGAGGGAAGTGGAGGAAGCCGGGGACGCCGCGGTAAATCGTTCTCG 600 
Colonia1        GTTCTACGAGCTTAGGAGGGAAGTGGAGGAAGCCGGGGACGCCGCGGTAAATCGTTCTCG 574 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          AGCGCCACTGTTTGAGAAGGCCCACCGCCCGCACGTGTTTACCGCAGAGGAGCGACGGCG 660 
Colonia1        AGCGCCACTGTTTGAGAAGGCCCACCGCCCGCACGTGTTTACCGCAGAGGAGCGACGGCG 634 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CATGGATTGCTATGAGAGCATTGATTACGCCGAGGGTCAATCCCTCGTTCACCGCGTCAG 720 
Colonia1        CATGGATTGCTATGAGAGCATTGATTACGCCGAGGGTCAATCCCTCGTTCACCGCGTCAG 694 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          TACTACTCGCCAAAGTCAGACGGACACGCAAGGGTGGCTGCGTCTGGCGATGTTTATCTT 780 
Colonia1        TACTACTCGCCAAAGTCAGACGGACACGCAAGGGTGGCTGCGTCTGGCGATGTTTATCTT 754 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          GATCGGCCTCGCCGTTGGCGGCTGGTCCCTTCTGCTGCTTCAGACACTAGACTACCTTGC 840 
Colonia1        GATCGGCCTCGCCGTTGGCGGCTGGTCCCTTCTGCTGCTTCAGACACTANACTACCTTGC 814 
                *************************************************.********** 
 
LbCLCB          GGAGGTGAAGCTGAATGCGGTGCAGGGGGTGGTGCGCAGCCGCAACAGTACTTATTCGCT 900 
Colonia1        GGANGTGAAGCTGAATGCGGTGCAGGGGGTGGTGCGCAGCCGCAACA------------- 861 
                ***.*******************************************              
 
LbCLCB          GTTTAACGAGTCTAGCTTCTACATGTCGTCGCTGCGGAGCTCTGGAAACAAGAGCGGTGA 960 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CGACGGCAGCACTGCGATAGTGCTGCGCACGATATCGTGGTCAGCGCTGCTACGCGGATG 1020 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          GATGCTGCACACGATGTGGGGCATGCTGATGGCGCTTCTGTCGTCTCTCTGCTGCCTTGT 1080 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CATGCCGAGCGCCGCTGGCAGCGGTATCCCGGATGTTATGGCGTACCTCAACGGCGTCAT 1140 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          GTTCCCGCGCATCTTCAACGTTCGGAATCTGGTGATCAAGTCGCTCTCGTGCATCCTCGC 1200 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          AGTGAGTGCCGGTTTGCCAGTGGGAATAGAGGGGCCTATGATTCACATGGGGTCGCTTAT 1260 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          TGGAGCCGGTCTCCCCACCGGCCGCAGCCGCTCTCTGAGGTGCAGCGCCACTTCCTTCTT 1320 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          TGATCAATTTCGAAATCCGCGCGATGGGCGTGACTTCATCTCCGCCGGCGCCGCTTGTGG 1380 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CTTGACGAGCGCCTTTTCGAGCCCTCTGGGCGGGATGTTGTTTGTCATGGAGGAGATGGC 1440 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          GACTCATTTCTCTGTACGTTTGGCGTGGCTCGTGTTTCTCTCCTGTCTCTCGTGCATGTG 1500 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
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LbCLCB          GATCATTCAGTCGTGCAACTCCTTTCTCTCCGGCTGGCATTTCCTCGATCGATCCGCCAT 1560 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          GGCATTCGGTAACCTGCGTGAGGCCTCCATCGCGATGTTCTACATCGACACCGTGCCAGA 1620 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          GAACACGGTCCCCTTGTACACGTACACGTTTATTCCTACGGTGACGGTGGCAGTGTTGTC 1680 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          TGGCCTCTTGGCAGTGGCTTACACGATCAGCAGCATCTGCTTCTCCCGTTGGCGCTCGCG 1740 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CTACCTCTTCCCCACAGCGCTGTACCGCGTGCTGGAGCCGTGCGTATTCGCATCTCTCTT 1800 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          TGCCACAGCCTGCTACGTGTTGCCCCTCTTCACACCATGCGTGCCGACCCCACAGCCGAC 1860 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          GCGCGAGAAGAAAGAGGCCCTACACGTGGAGCTCTTCACCGCGTTCTGCGCGCAGCCGGA 1920 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          AACAACCCATCACCCGCTCGCCACCCTCACCATGACTAGCCCTTACAACCTGCTGCGCCT 1980 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CTTGTTCTCGCGCCACTCCGCGGGGCTCTTTCCTGCTTGGTCACTTCTCCTGCATCTCTC 2040 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          GATTTACATGGTTGGTTCCAGCTACGCTGGCGGCATGTTCATCTCCTGCGGCACCGTAAT 2100 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CCCGTCGCTGCTCATCGGCGCTGTCGAGGGGCGCCTTATCGGGGTTCTCTTTCAGCGCCC 2160 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          GGCGTGGGCGGACGAGGGCGTGGTTGCCCTTATCGGGGCTGCCGCATACTTTGCCGGCAT 2220 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CTCCCGCCTTACCTTTGCCCTTGTCGTCGTCGTGATGGAGTTGACGGCGGATGTGTCGCA 2280 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CATTACGTGTCTCATGCTCGGTATCCTGCTCGCTAAGGGCATCGCGGACAAGTGCTGCCA 2340 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          TTCCTTTTACCATGCCTCGTTGGAGGTGAAGGCAGTCCCCTTCCTTGAGGCCCAGGCGAG 2400 
Colonia1        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
LbCLCB          CATACACCTACTTGACACATACACCGCCCGCGACATCATGACGACCCCGGTTAAAGTACT 2460 
Colonia1        -----------------CATACACCGCCCGCGACATCATGACGACCCCGGTTAAAGTACT 904 
                                 ******************************************* 
 
LbCLCB          GGAGACGATGGACACGGTTCTGCACGTGCTCGAGGCGCTGACCATGACACGGCACAATGC 2520 
Colonia1        GGAGACGATGGACACGGTTCTGCACGTGCTCGAGGCGCTGACCATGACACGGCACAATGC 964 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CTTTCCTGTCGTGCGAGTCGGTGAGGCGGACCAAACCTACGAGGGCATGATTACGCGCGC 2580 
Colonia1        CTTTCCTGTCGTGCGAGTCGGTGAGGCGGACCAAACCTACGAGGGCATGATTACGCGCGC 1024 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          ACAGCTTCAGCTGCTACTCTGGGTCGTGTATCTGCGCCAGATAGATGATGTCGCAGAGGT 2640 
Colonia1        ACAGCTTCAGCTGCTACTCTGGGTCGTGTATCTGCGCCAGATAGATGATGTCGCAGAGGT 1084 
                ************************************************************ 
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LbCLCB          ACTCGTCGACAATGAAGGTAATGCCAATGACGAGGCAGACAGCGTTGACGGCGCGACCGA 2700 
Colonia1        ACTCGTCGACAATGAAGGTAATGCCAATGACGAGGCAGACAGCGTTGACGGCGCGACCGA 1144 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          TGCGCGGAGCGGGTCGGCATCGGAGCAGGCCAGTTCTGAGAGCCTCATTCAATCCCACGT 2760 
Colonia1        TGCGCGGAGCGGGTCGGCATCGGAGCAGGCCAGTTCTGAGAGCCTCATTCAATCCCACGT 1204 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CACAGCAGCTGACCTGAAACGTGTGCACGAGTTTGTTTTCTGGAACCGCCTGCCGAGCAT 2820 
Colonia1        CACAGCAGCTGACCTGAAACGTGTGCACGAGTTTGTTTTCTGGAACCGCCTGCCGAGCAT 1264 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          TCCCATGATGGAGTACCTGCCACTGTCTACCATTCGCTCGTACATAGACCTTCGTCCGTA 2880 
Colonia1        TCCCATGATGGAGTACCTGCCACTGTCTACCATTCGCTCGTACATAGACCTTCGTCCGTA 1324 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CGTGGACAGCAGCGCACCGTACGTGCAGCAAGGCGTTTGCGTCTCCAGGGCGTACTACAC 2940 
Colonia1        CGTGGACAGCAGCGCACCGTACGTGCAGCAAGGCGTTTGCGTCTCCAGGGCGTACTACAC 1384 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CTTTCGCCACTTGGGACTCCGCCACCTGCCGGTGCTTGATCGAAGACAGCAGGTGGCTGG 3000 
Colonia1        CTTTCGCCACTTGGGACTCCGCCACCTGCCGGTGCTTGATCGAAGACAGCAGGTGGCTGG 1444 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          GATACTCACCAGGGTGAGCTTTGTGGGCGACCGACTCATGGAGAAGGTTGGTGCACGAGC 3060 
Colonia1        GATACTCACCAGGGTGAGCTTTGTGGGCGACCGACTCATGGAGAAGGTTGGTGCACGAGC 1504 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CGCTGGCGACTTTGTGGACACCGAGTGGAGAAGGTGAAAGCTTATCGATACCGTCGACCT 3120 
Colonia1        CGCTGGCGACTTTGTGGACACCGAGTGGAGAAGGTGAAAGCTTATCGATACCGTCGACCT 1564 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          CGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTA 3180 
Colonia1        CGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTA 1624 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          ACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTT 3240 
Colonia1        ACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTT 1684 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          ATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGC 3300 
Colonia1        ATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGC 1744 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          GTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAG 3360 
Colonia1        GTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAG 1804 
                ************************************************************ 
 
LbCLCB          GCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTA 3412 
Colonia1        GCTTTAA--------------------------------------------- 1811 
                ******* 
 
Promotor 
Comienzo del gen 
Fin del gen 
Terminador 
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ANEXO 3 MEDIOS DE CULTIVO 
Medios de cultivo de bacterias: 
LB:  
Se utilizó medio LB previamente elaborado a una relación de 20g/l de agua desionizada. 
Y se autoclavó a 121°C 15Psi. 
En caso de necesitar que el medio fuera selectivo se añadió ampicilina a una 
concentración final de 100µg/ml cuando el medio ya estaba a una temperatura 
aproximada de 60°C o menor. 
LB agar: 
En algunos casos se utilizó LB/agar previamente elaborado a una relación de 35g/l de 
agua desionizada. En otros casos se utilizó medio LB previamente elaborado a una 
relación de 20g/l y agar bacteriológico a una relación de 16g/l en agua desionizada. Y se 
autoclavó a 121°C 15Psi. 
En caso de necesitar que el medio fuera selectivo se añadió ampicilina a una 
concentración final de 100µg/ml cuando el medio se encontraba a una temperatura 
aproximada de 60°C antes de servir las cajas. 
Cuando se hicieron transformaciones utilizando el vector pGEM®-T Easy las cajas de Petri 
con agar LB fueron suplementadas con IPTG a una concetración final de 100µg/ml y Xgal 
a una concentración final de 200µg/ml. Los dos compuestos se mezclaron previamente y 
se esparcieron sobre las cajas con medio sólido con un aza hasta que el IPTG/Xgal fuera 
absorbido por completo por el medio. Las cajas se dejaron incubando a 37°C al menos 
media hora antes de servir las bacterias. 
Medios de cultivo de levaduras: 
Los medios de cultivo SC y –URA se hicieron a partir de los protocolos propuestos por 
Ausbel et al 2002. 
 
SC 1 litro: 
 
1,7g de YNB (Sin aminoácidos, sin (NH)4SO4) 
5 g de (NH)4SO4 
20g de dextrosa 
1,3g de polvo dropout completo (Tabla2) 
Nutriente Cantidad en polvo dropout (g) 
Adenina 2,5 
L-ácido aspártico 6,0 
L-ácido glutámico 6,0 
L-alanina 2,5 
L-arginina 1,2 
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L-asparagina 2,5 
L-cisteína 2,5 
L-fenilalanina 3,0 
L-glicina 2,5 
L-glutamina 2,5 
L-histidina 1,2 
L-leucina 3,6 
L-lisina 1,8 
L-metionina 1,2 
L-prolina 2,5 
L-serina 22,5 
L-treonina 12,0 
L-triptófano 2,4 
L-tirosina 1,8 
L-valina 9,0 
Uracilo 1,2 
Tabla A1: Adaptado de Ausbel et al. 2002 Composición del polvo dropout para medios de cultivo de S. 
cerevisiae. 
URA- 1 litro: 
 
1,7g de YNB (Sin aminoácidos, sin (NH)4SO4) 
5 g de (NH)4SO4 
20g de dextrosa 
1,3g de polvo dropout sin uracilo (Tabla A1) 
El medio GE se hizo a partir de los protocolos propuestos por Kaiser et al 1994. 
GE 1 litro: 
1,7g de YNB (Sin aminoácidos, sin (NH)4SO4) 
5 g de (NH)4SO4 
1,3g de polvo dropout (Tabla A1) 
Peptona: 20g 
Etanol: 30ml 
Glicerol: 30ml 
 
Para todos los medios los componentes fueron disueltos en la cantidad deseada de agua 
y se pudieron en agitación constante en plancha agitadora por una hora para garantizar la 
disolución completa de los aminoácidos. Después fueron filtrados con filtro de 22µm para 
garantizar la esterilidad. 
 
Para el caso del medio sólido se preparó el medio líquido como anteriormente mecionado, 
pero solo en la mitad de agua desionizada deseada y se dejó una hora en la plancha 
agitadora. Adicionalmente se disolvió agar (20g/litro del medio final) en la otra mitad de 
agua desionizada y se autoclavó a 121°C, 15Psi, el agar a una temperatura de 50°C 
apróx. Se mezcló con los demás componentes que habían sido previamente filtrados y 
todo el medio se dejó mezclando 5 minutos antes de servir las cajas. 
  
Estudio fisiológico de un transportador aniónico de Leishmania mediante   
complementación de una línea knock out de Saccharomyces cerevisiae.                                                                      - 59 - 
 
ANEXO 4 PRIMERS PREVIAMENTE DISEÑADOS UTILIZADOS EN EL TRABJO: 
 
 
Código Primer Secuencia 3'-5' Longitud (b) Tm 
T7 Fw T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 20 47,5 
T3 Rv T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA 20 50,3 
 
Código Primer Secuencia 3’-5’ Longitud (b) Tm GC% 
1.1 Fw TGGCATTGCGGAGGT 15 57,98 60 
1.3 Rv CGCCTACAATCGCGTACA 15 59,41 55,56 
LONGITUD DEL PRODUCTO: 950 
 
Código Primer Secuencia 3’-5’ Longitud (b) Tm GC% 
4.1 Fw GCTGGCAGCGGTATCC 16 58,78 68,75 
4.3 Rv CCCGATAAGGGCAACC 16 57,28 62,50 
LONGITUD DEL PRODUCTO: 1104 
 
 
